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BWYV Beet western yellow virus 
ClYMV Clover yellow mosaic virus 
CMV Cucumber mosaic virus 
CymMV Cymbidium mosaic virus 
HVS Helenium virusS 
LMV Lettuce mosaic virus 
MNSV Melon necrotic spot virus 
NMV Narcissus mosaic virus 
PapMV Papaya mosaic virus 
PepMV Pepino mosaic virus 
PLRV Potato leaf roll virus 
PMMoV Pepper mild mottle virus 
PPV Plum pox virus 
PSbMV Pea seed-born emosaic virus 
PVX Potato virus X 
PVY Potato virus Y 
SPCSV Sweet potato chlorotic stunt virus 
STNV Satellite tobacco necrosis virus 
TCV Turnip crinkle virus 
TEV Tobacco etch virus 
TMGMV Tobacco mild green mosaic virus 
TMV Tobacco mosaic virus 
ToMV Tomato mosaic virus 
TuMV Turnip mosaic virus 
TYLCV Tomato yellow leaf curl virus 
VmoV Violamottlevirus 
WClMW White clover mosaic virus 
 
 
  
   
Abréviations 
 
Autres abréviations 
 
3AT 3-Amino-1,2,4-triazole 
µg microgramme 
ADN acide désoxyribonucléique 
ADP adénosine diphosphate 
ARN acide ribonucléique 
ARNr racide ribonucléique ribosomique 
ATP adénosine triphosphate 
Avr protéine d’avirulence 
BiFC Bimolecular Fluorescence Complementation 
BSA bovine sérum albumine 
CC coil coiled 
CI protéine d’inclusion cylindrique 
CP protéine de capside 
DEPC diéthylpyrocarbonate 
dNTP désoxyribonucléoside triphosphate 
DO Densité Optique 
DTT dithiothreitol 
EDTA acide ethylene diamine tétraacétique 
EMS ethyl methylsulfonate 
ER extrême résistance 
ETS Effector-Triggered Susceptibility 
flg22 Flagelline22 
GFP green fluorescent protein 
G3P glycerol-3-phosphate 
GTP guanosine triphosphate 
HC-pro Helper Component protease 
HF Facteur Hôte 
HR réaction hypersensible 
HSP Heat Shock Protein 
IVR Inhibitor of Viral Replication 
kb kilo base 
kDa kilo Dalton 
LAR résistance acquise localisée 
   
Abréviations 
 
LRR Leucine Rich Repeat 
LRR-RLK Leucine-Rich Repeat Receptor Like Kinase 
LTP LipidTransfertProtein 
LZ leucine Zipper 
MAPK Mitogen-ActivatedProteinKinase 
miRNA micro ARN 
MP protéine de mouvement 
NBS nucleotidebindingsite 
OMT O-méthyltransférase 
PABP PolyA Binding Protein 
PAMPs Pathogen-Associated Molecular Pattern 
PCR réaction de polymérisation en chaîne 
PR pathogenesis-related 
PRR Pattern Recognition Receptors 
PTI PAMP-triggered immunity 
RER Réticulum Endoplasmique Rugueux 
RLK Receptor Like Kinase 
RNase ribonucléase 
ROS reactive oxygen species 
RRM RNA-Recognition Motif 
RT rétrotranscription 
SA acide salicylique 
SAR résistanc eacquise systémique 
SDS sulphate de sodium dodecyl 
STAND Signal Transducing ATPases with Numerous Domains 
Tap-tag Tandem affinity purification tag 
TBE tris borate EDTA 
TGB triple-gene block 
TIR Toll/interleukin-1receptor 
UTR Untranslated Region 
UV ultra violet 
ORF phase ouverte de lecture 
RISC RNA induced silencing complex 
RMN Resonance Magnétique Nucléaire 
siRNA small interfering RNA 
   
Abréviations 
 
TILLING Targeting Induced Local Lesions IN Genomes 
TPR Tetratricopeptide repeat 
TTSS Type III Secretion System 
VIGS virus-inducedgenesilencing 
VM Virulence Modulating 
VPg Viral Protein linked to the genome 
VSR Viral Suppressors of RNA silencing 
vsiRNAs viral small interfering RNAs 
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Chapitre I Introduction générale 
 
 Dans la nature, les plantes doivent faire face à différents types d’agents pathogènes comme, 
par exemple, les champignons, les bactéries, les nématodes, les virus ou encore les insectes tels que 
les pucerons. Toutes ces pestes des végétaux génèrent des pertes économiques importantes en 
agriculture, en diminuant le rendement mais aussi la qualité des plantes cultivées. Au cours de cette 
introduction, je vais me focaliser particulièrement sur la classe d’agents pathogènes que j’ai étudiée 
au cours de ma thèse : les virus. Même si dans la littérature, les données permettant d’évaluer les 
pertes économiques générées par les virus sont rares, leur impact est loin d’être négligeable. En 
effet, on peut citer quelques cas bien documentés de virus infectant des espèces cultivées majeures. 
Ainsi, 10 à 15% de pertes sont enregistrées dans les champs de pomme de terre européens, suite à 
l’infection par le Virus Y de la pomme de terre (PVY), malgré l’usage de graines certifiées (Valkonen, 
2007 ). Les pertes de rendement liées à la maladie de la Sharka, causée par le virus de la variole de la 
prune (PPV) ont pu être chiffrées sur les 30 dernières années en Europe. Les préjudices économiques 
subis sur cette période s’élèveraient à 3600 Millions d’euros  pour la culture de l’abricot et 5400 
Millions d’euros pour celle de la prune (Cambra et al., 2006).  A l’heure actuelle, peu de moyens sont 
à notre disposition pour lutter efficacement contre les infections virales. Les moyens conventionnels 
sont les traitements chimiques contre les vecteurs des virus (des insectes le plus souvent) qui ne sont 
pas sans innocuité pour l’environnement. La solution la plus adaptée, lorsque cela est possible, est 
l’emploi de variétés résistantes à un large spectre de souches virales. L’obtention de telles variétés 
est souvent longue et difficile car elle passe par la sélection de résistances naturelles puis leur 
introgression d’une variété à une autre. A défaut d’obtenir des lignées résistantes, il est parfois 
nécessaire de déterminer les lieux et les dates de semis suivant l’évolution des populations de 
souches virales et de leurs vecteurs (Kang et al., 2005; Culbreath and Srinivasan, 2011). Bien que les 
virus soient des entités génétiquement assez simples, les mécanismes générant les symptômes des 
maladies ainsi que ceux mis en place par la plante pour se défendre, restent très largement inconnus. 
L’étude de ces mécanismes pourrait permettre de développer des moyens durables de lutte contre 
ces agents pathogènes. C’est dans cette optique que de nombreux pathosystèmes sont étudiés de 
sorte à pouvoir, un jour, générer des plantes possédant un génotype conférant une résistance vis-à-
vis d’une large gamme d’agents pathogènes. L’utilisation de telles plantes semble être le moyen de 
lutte le moins coûteux contre les agents pathogènes des plantes. Il faut cependant garder à l’esprit le 
fait que ce type de résistance n’est pas durable et que les virus et les autres agents pathogènes 
finiront par contourner les mécanismes de défense mis en place par ces plantes.  
Figure I-1: Schéma simplifié du cycle viral du Tobacco mosaic virus (TMV) 
Le virus est transmis mécaniquement, le virion rentre dans la cellule par une brèche. Dès son entrée 
dans la cellule, des ribosomes d’origine cytoplasmique s’associent avec l’extrémité 5’ de l’ARN 
génomique viral et facilitent ainsi le processus de désencapsidation (Wilson et al., 1984). Le complexe 
réplicase permet rapidement la synthèse des ARNs subgénomiques, donc la production de la protéine 
de mouvement (MP) qui permet au virus de réaliser un mouvement de cellule à cellule sous forme d’un 
complexe ribonucléoprotéique (Takamatsu et al., 1987). La MP possède d’une part la capacité de 
s’associer avec le cytosquelette cellulaire pour diriger les particules virales vers les plasmodesmes, mais 
possède également la capacité d’augmenter la taille d’exclusion de ces derniers pour permettre le 
passage du virus dans les cellules adjacentes (Wolf et al., 1989 ; McLean et al., 1995). Passant de cellules 
en cellules le complexe ribonucléoprotéique atteint le phloème, qui permet sa dissémination dans les 
parties distales de la plante, il s’agit du mouvement longue distance, et l’infection virale est alors dite 
systémique. Ce processus de mouvement longue distance requiert la protéine de mouvement, mais 
également la plupart du temps, la protéine de capside virale (Deom et al., 1992). La protéine de capside 
n’est produite que tardivement et permet l’encapsidation de l’ARN viral, pour former une nouvelle 
génération de virion. 
D’après http: 
//www.afd-ld.org/~fdp_viro 
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Cette introduction, va tout d’abord aborder de manière générale les interactions plantes/agents 
pathogènes, avant de se focaliser plus précisément sur les mécanismes de défense élaborés par la 
plante vis-à-vis des virus, pour finir par l’étude du pathosystème sur lequel s’est portée cette thèse, 
celui formé par le potato virus X (virus X de la pomme de terre) et le gène de résistance qui lui est 
associé : Rx. 
 
I.1 Agents pathogènes végétaux et réponses à l’infection 
 
 La plupart des végétaux supérieurs sont ancrés dans le sol et vont, au cours de leur vie, être 
soumis à un très large spectre d’agents pathogènes tels que des virus, des bactéries, des 
champignons, des nématodes, des insectes. Cependant la majorité des plantes ne sera pas affectée 
par la plupart de ces organismes. Cette observation témoigne du fait qu’au cours de l’évolution, la 
plante a fait l’acquisition de mécanismes de défense «primaires » tels que l’acquisition de 
caractéristiques structurales jouant le rôle de barrières physiques ou encore, la production de 
substances toxiques. Ces systèmes de défense font partie intégrante de la résistance appelée « non-
hôte », qui n’est ni spécifique de l’organisme pathogène ni de l’hôte (Agrios, 1997). 
Pour infecter une plante, les organismes pathogènes doivent entrer dans la plante soit directement 
par la surface des feuilles ou des racines soit en profitant d’une blessure, ou des ouvertures 
naturelles telles que les stomates. Certains virus sont introduits dans la plante par l’intermédiaire de 
vecteurs tels que, par exemple, les pucerons ou les nématodes. Une fois ces premières barrières 
physiques franchies, les microorganismes peuvent commencer leur cycle infectieux et se développer 
aux dépens de l’hôte selon différentes stratégies. Les agents pathogènes végétaux peuvent être 
principalement divisés en deux groupes. 
Les nécrotrophes sont les agents pathogènes dont au moins la première étape de l'installation 
nécessite une source nutritive composée de tissus morts (nécrosés). Un exemple fameux est 
l’infection de la vigne par le champignon nécrotrophe Botrytis cinerea, qui se caractérise par la 
destruction des tissus de la plante hôte au fur et à mesure de la colonisation. La nécrotrophie est 
souvent accompagnée d’une production de toxines. 
Les biotrophes sont les organismes pathogènes complétant leur cycle de vie aux dépens de l’hôte, 
sans en entraîner la mort. Les virus sont essentiellement biotrophes même si l’infection peut 
éventuellement conduire à la mort des cellules hôtes (Figure I-1). Certains nématodes, quant à eux, 
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adoptent un parasitisme biotrophique plus sophistiqué imposant la mise en place d’une réponse par 
les cellules végétales conduisant à l’apparition de galles, de nœuds aux racines ou de kystes pouvant 
mettre en péril la survie de la plante hôte. Enfin, certains champignons peuvent présenter un cycle 
infectieux hémibiotrophe avec une phase de biotrophie suivie d’une phase de nécrotrophie.  
 
Pour faire face à ces invasions d’organismes pathogènes, les plantes ont donc du développer de 
nouvelles stratégies de défense. Ainsi lorsqu’un agent pathogène fait intrusion dans la plante, des 
mécanismes de défense, reposant sur les fonctions de gènes constitutivement exprimés ou induits, 
sont mis en place afin de stopper l’invasion de l’hôte par son agresseur. Ces mécanismes de défense 
impliquent donc la détection directe de l’agent pathogène lui-même ou les signes de la propagation 
de l’infection dans la plante l’hôte (Osbourn, 1996 ). 
 
I.1.1 Résistance constitutive 
 
Il s’agit du premier obstacle rencontré par un agent pathogène avant qu’il ne puisse envahir 
la plante. Cette résistance est médiée par un ensemble de mécanismes dits «passifs », reposants sur 
l’expression continue de gènes de la plante hôte. Différents mécanismes de de résistance 
constitutive sont connus à ce jour. C’est le cas de la production, par les cellules épidermiques de la 
feuille, d’une cuticule de cire (Kunst and Samuels, 2009) qui joue un rôle important autant dans la 
résistance à des stress abiotiques (sécheresse, stress lumineux) que dans la résistance à des stress 
biotiques en empêchant l’entrée d’agents pathogènes dans la plante (Isaacson et al., 2009). Il a 
également été montré que le cytosquelette des cellules végétales constitue une barrière physique 
contre de nombreux agents pathogènes invasifs. En effet, le réarrangement des microfilaments 
d’actine conférerait une résistance contre des champignons en empêchant la pénétration de ces 
derniers dans les cellules de la plante hôte (Kobayashi et al., 1992). Pour finir, il semblerait qu’une 
part majeure de la résistance constitutive soit le fruit de la production de substances toxiques par la 
plante. En effet elles synthétisent, en dehors des voies métaboliques strictement nécessaires à 
assurer leur survie, de nombreux métabolites dits secondaires qui peuvent constituer une protection 
incontournable pour un agent pathogène. Certains métabolites existent sous leur forme active dans 
la plante saine, d’autres sont présents sous forme de précurseurs inactifs qui seront activés en 
réponse à l’attaque d’un agent pathogène. Ces derniers composés sont considérés comme 
constitutifs car immédiatement dérivés de composés préexistants. Les principaux composés connus 
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sont des phénols, des glycosides phénoliques, des lactones insaturées, des composés sulphurés, des 
glycosides cyanogènes, des glucosinolates ou encore des saponines, molécules présentant une 
activité antifongique reconnue (Osbourn, 1996 ). 
 
I.1.2 Résistance induite 
 
Le terme de résistance induite, chez une plante, désigne l’activation, d’un nouveau 
mécanisme de défense suite à la reconnaissance d’un agent pathogène, signifiant que le mécanisme 
en question est imperceptible chez une plante non infectée. Cette résistance repose donc sur la 
capacité des plantes à reconnaître, de façon directe ou indirecte, la présence de l’agent pathogène 
(Lamb et al., 1989).  
Les mécanismes de la résistance induite sont souvent plus visibles donc plus facilement étudiés dans 
les tissus non-envahis, après qu’une autre partie de la plante ait été infectée. L’une des 
caractéristiques typiques de cette résistance est qu’elle est le plus souvent déclenchée de manière 
très spécifique par une souche pathogène et qu’elle résulte en l’activation d’une résistance vis-à-vis 
d’un large spectre de micro-organismes (Hammerschmidt, 2009). Par exemple, la reconnaissance du 
virus de la mosaïque du tabac (TMV) chez un plant de tabac résistant ne va pas seulement conduire à 
la restriction de l’infection par TMV à quelques cellules au niveau du point d’inoculation, mais va 
également augmenter la capacité de la plante à résister à d’autres souches virales, bactériennes, de 
champignons ou d’oomycètes (Gilliland et al., 2003; Palukaitis, 2008; Lewsey et al., 2009; 
Loebenstein, 2009). 
La résistance induite peut être subdivisée en deux catégories : la résistance verticale  ne fait 
intervenir qu’un gène unique généralement dominant, conférant une résistance très spécifique mais 
perdant donc toute son efficacité lors de l’apparition de nouveaux agents pathogènes. Par 
opposition, la résistance horizontale repose sur de nombreux gènes (résistance polygénique) et 
s’oppose de manière durable aux attaques des agents pathogènes (Van der Plank, 1968a). Il est 
également intéressant de noter que la résistance induite n’est pas toujours totale mais qu’elle peut 
aussi s’exercer de manière partielle. Dans ce cas, l’hôte reconnaît l’agent pathogène mais ce dernier 
est malgré tout capable de se développer de façon limitée (Van der Plank, 1968b). 
Le déclenchement de ce type de résistance suppose que la plante hôte possède un ou plusieurs 
gène(s) de résistance, capable de détecter la présence de l’agent pathogène. Le modèle le mieux 
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Figure I-2 : Le modèle de résistance « gène pour gène » d’après Flor, 1942 
Représentation des différents types d’interactions possibles entre les différentes formes du 
gène d’Avirulence (Avr), codé par l’agent pathogène et du gène de résistance R, codé par 
l’hôte.  
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Figure I-3 : Le modèle en Zig-zag 
Un premier niveau de résistance fait intervenir des récepteurs PRR (Pattern Recognition 
Receptors), extracellulaires, capables de détecter les agents pathogènes et de 
déclencher la résistance dite basale (PTI, PAMPS-Triggered Immunity). Lors d’une 
deuxième phase, des agents pathogènes libèrent dans la cellule hôte des effecteurs  
interférant avec les mécanismes de la résistance basale, favorisant ainsi leur 
multiplication et rendant la plante sensible (ETS, Effector Triggered Susseptibility). Lors 
d’une troisième phase, une protéine R codée par la plante, reconnait l’un des effecteurs 
(en rouge) et déclenche la résistance spécifique (ETI, Effector Triggered immunity), la 
plupart du temps accompagnée d’une HR. Lors de la quatrième phase, la sélection 
favorise les agents pathogènes ayant perdu l’effecteur rouge et potentiellement gagné 
de nouveaux effecteurs aidant à supprimer l’ETI. La sélection va ensuite favoriser, chez 
les plantes, la création de nouveaux allèles de gènes R capables de reconnaître ces 
nouveaux effecteurs et d’induire une résistance spécifique. 
 
D’après Dangl et Jones, 2006 
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établi, décrivant l’explication génétique la plus simple de cette reconnaissance va être décrit dans le 
paragraphesuivant. 
I.1.3 Modèle gène d’avirulence-gène de résistance 
 
L’explication moléculaire la plus simple pour expliquer le processus de reconnaissance hôte-
agent pathogène est l’hypothèse gène pour gène développée par Flor en 1942 lors de l’étude du 
pathosystème lin et rouille du lin (Flor, 1942). Ainsi, ce système décrit les interactions existantes ou 
non entre le produit d’un gène de résistance (R) codé par le génome de la plante hôte et la protéine 
d’avirulence, AVR, codée par le génome viral (figure I-2). L’absence de maladie, donc la résistance, 
résulte de l’interaction allèle spécifique incompatible entre le produit du gène d’avirulence de l’agent 
pathogène, ou éliciteur, et le produit du gène R correspondant chez la plante, protéine de résistance 
qui pourrait être considérée comme un récepteur. L’agent pathogène est dit avirulent et l’hôte 
résistant. Dans ce cas, l’interaction va enclencher une cascade de signalisation conduisant à 
l’activation d’un mécanisme de défense et aboutir à l’arrêt de la multiplication de l’agent pathogène. 
Ces mécanismes de défense vont limiter la dissémination du pathogène (Flor, 1971). A l’opposé, la 
maladie est le résultat d’une interaction compatible entre l’hôte et l’agent pathogène. C’est le cas si 
un des produits des gènes avr ou R est inactif ou absent. Le pathogène est alors virulent et est 
capable de se multiplier dans l’hôte, qui déclare une maladie et est dit sensible (figure I-2). Notons 
que ce modèle décrit une résistance reposant sur une extrême spécificité entre le produit du gène de 
résistance et le facteur d’avirulence qui lui est associé, ce qui laisse à l’agent pathogène de grandes 
chances de développer rapidement un moyen de contournement de la résistance.  
 
I.1.4 Dynamique de la réponse de défense des plantes 
 
La co-évolution des deux acteurs d’un pathosystème peut être décrite sous la forme du 
modèle en Zig Zag (figure I-3). Au cours de l’évolution, les plantes ont acquis un système de défense 
extrêmement efficace leur conférant une résistance à un large spectre d’organismes 
phytopathogènes. Cette efficacité est en grande partie le fruit du cumul d’une grande variété de 
mécanismes de reconnaissance aux modes de fonctionnement différents. Le modèle Zig Zag résume 
de manière schématique l’évolution simultanée des protéines végétales et celles de l’agent 
pathogène, en y associant le phénotype en résultant chez l’hôte, c’est-à-dire la résistance ou la 
maladie (Jones and Dangl, 2006). Les plantes ont mis en place un mode de détection précoce des 
(D’après Lam et al., 2001) 
Figure I-4 : Exemples de HR chez le tabac 
a : Feuille de Nicotiana tabacum NN inoculée avec de l’eau (à gauche) ou avec le TMV 
(à droite). 
b : Feuilles agroinfiltrées, surexprimant la protéine de capside de la souche avirulente 
du PVXCP4, chez Nicotiana tabacum sauvages (à gauche) et exprimant Rx (à droite). La 
photo est prise 3 jours après infiltration. 
Les flèches pointent des zones affectées par la mort cellulaire programmée liée au 
déclenchement de la résistance liée au gène N (a) ou Rx (b). 
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agents pathogènes, c’est-à-dire qui précède l’entrée de ces derniers dans la cellule. Cette détection 
des phytopathogènes est réalisée via la perception de motifs moléculaires extrêmement conservés 
parmi les différentes espèces d’agents pathogènes : les PAMPs (Pathogen-Associated Molecular 
Pattern) (Nurnberger et al., 2004). Ce premier niveau de reconnaissance induit, chez l’hôte, la mise 
en place d’une immunité innée nommée PTI (PAMP-triggered immunity) conférant deux types de 
résistance : 
 - La résistance basale, qui est incapable de stopper complètement le cycle infectieux de 
l’agent pathogène virulent donc la progression de la maladie et l’apparition des symptômes. Elle 
permet cependant de ralentir la multiplication de l’agent phytopathogène, laissant ainsi le temps à 
d’autres mécanismes de défense de se déclencher. 
 - La résistance non-hôte rencontrée lorsque toutes les variétés d’une espèce végétale sont 
résistantes à toutes les souches d’un même agent pathogène. Dans ce cas l’agent pathogène est 
avirulent.  
Cependant, les agents pathogènes ont développé au cours de l’évolution des suppresseurs de la PTI 
qui inhibent soit l’évènement de reconnaissance, soit les étapes de la signalisation cellulaire en aval 
de la reconnaissance. Ces molécules appelées effecteurs de virulence sont le plus souvent sécrétées 
directement dans la cellule hôte. Il en résulte une sensibilité accrue dénommée ETS (effector-
triggered-susceptibility). Suite à l’apparition de cette innovation évolutive chez les agents 
pathogènes, les plantes ont été contraintes de développer un mécanisme de reconnaissance encore 
plus spécifique, ciblant les protéines effectrices microbiennes. Ainsi l’hôte déclenche une résistance 
spécifique, ou ETI (effector-triggered-immunity) qui correspond à une PTI accélérée et amplifiée, le 
plus souvent accompagnée d’une mort cellulaire programmée restreinte au site d’infection, appelée 
réponse hypersensible (figure I-4). Pour finir, les agents pathogènes ont continué à évoluer en 
acquérant de nouveaux effecteurs capables d’agir en tant que suppresseurs de la résistance 
spécifique, ce qui a poussé les plantes à générer de nouveaux allèles R dans le but de reprendre le 
dessus sur les effecteurs des phytopathogènes. Le même schéma évolutif se répète à l’infini et 
conduit les deux protagonistes du pathosystème à perfectionner soit son système invasif pour l’agent 
phytopathogène, soit son système de défense pour la plante. Ce modèle sera décrit plus en détails au 
cours des trois prochaines sous parties. 
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I.1.5  Reconnaissance de l’agent pathogène par la plante hôte 
 
I.1.5.1 L’étape de détection ou PTI  
 
La résistance basale, ou PTI, est la première réponse induite par la plante en réponse à la 
perception d’un agent pathogène. Son initiation repose sur la reconnaissance par la plante de 
facteurs d’avirulence communs à de nombreux de phytopathogènes, appelés PAMPs. Ces molécules 
élicitrices sont, le plus souvent, des protéines structurales ou du moins essentielles à la survie de 
l’agent pathogène donc très conservées et caractéristiques d’une classe complète des agents 
phytopathogènes et seront perçues par une grande majorité des plantes hôtes (figure I-5). De 
nombreux PAMPs ont été mis en évidence à ce jour, tels que la flagelline (Felix et al., 1999) et des 
lipopolysaccharides (Dow et al., 2000) chez des bactéries gram négatif ou encore la chitine (Felix et 
al., 1993) chez tous les champignons. La plante hôte perçoit les PAMPs hors des cellules, via des 
récepteurs membranaires dénommés PRR (Pattern Recognition Receptors). Le modèle le plus étudié 
à l’heure actuelle est celui de la détection de la flagelline, constituant essentiel du flagelle bactérien. 
Il a été mis en évidence qu’un peptide synthétique de 22 acides aminés (flg22) est suffisant pour 
induire une réponse de défense (Felix et al., 1999) caractérisée par un arrêt de la croissance chez 
Arabidopsis thaliana (Arabidopsis). Ce phénotype a permis de mettre au point le crible une banque 
d’Arabidopsis mutagénéisée à l’EMS qui a mis en évidence des mutants déficients dans la réponse à 
la flg22. La cartographie de la mutation conduit à la mise en évidence d’une mutation dans le gène 
nommé FLS2 (Flagelin Sensing 2), codant le récepteur capable de lier donc de détecter la flagelline 
(Gomez-Gomez and Boller, 2000). La structure de la protéine codée par FLS2 est homologue à celle 
de TLR (Toll-Like-Receptor 5), récepteur percevant la flagelline chez les animaux (Gomez-Gomez and 
Boller, 2000; Gomez-Gomez et al., 2001; Gomez-Gomez and Boller, 2002; Chinchilla et al., 2006). Elle 
présente toutes les caractéristiques des récepteurs de type LRR-RLK (leucine-rich repeat receptor like 
kinase) : un domaine LRR extracellulaire impliqué dans les interactions protéine-protéine, un 
domaine transmembranaire et un domaine Ser/Thr kinase cytoplasmique. Le domaine LRR 
extracellulaire est responsable de la spécificité de liaison, donc de reconnaissance de la flagelline 
conférée par FLS2 (Mueller et al., 2012). Il semblerait, qu’une fois la flagelline perçue, d’autres 
protéines de la cellule hôte soient requises pour permettre la transduction du signal, donc la mise en 
place de la résistance. En effet, d’autres PRR ont été récemment identifiés, tel que CeBiP, récepteur 
transmembranaire associé à la reconnaissance de la chitine, composé de deux domaines 
extracellulaires LysM et d’un domaine cytoplasmique très court (Kaku et al., 2006). L’absence de 
domaine de signalisation intracellulaire laisse présager que d’autres protéines de signalisation sont 
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requises, d’autant plus, qu’il a été démontré qu’une protéine de type RLK comportant trois domaines 
LysM extracellulaires, CERK1, est indispensable à la réponse à la chitine chez Arabidopsis thaliana et 
le riz (Miya et al., 2007; Shimizu et al., 2010). De même chez Medicago truncatula la protéine LYM2, 
qui appartient à la même famille que CERK1, est elle aussi capable de lier la chitine et jouerait 
potentiellement un rôle dans sa perception (Fliegmann et al., 2011).  De plus, il a également été 
démontré que malgré la présence de domaines de signalisation intracellulaire chez des LRR-RLK, tels 
que FLS2 ou EFR, ces protéines nécessitent le recrutement d’autres LRR-RK pour assurer leur 
fonction. En effet, l’absence de la formation d’un complexe entre FLS2 et BAK1 (BRI1-associated 
receptor kinase) conduit à une absence de réaction de défense malgré l’interaction entre la flagelline 
et son récepteur (Chinchilla et al., 2006; Chinchilla et al., 2007). BAK1 est un récepteur kinase de type 
LRR qui se complexe avec le récepteur BRI-1 suite à la reconnaissance des brassinostéroïdes (Li et al., 
2002; Kinoshita et al., 2005). BAK1 semblerait donc jouer un rôle charnière, en tant que régulateur 
positif de l’intégration du signal de perception des PAMPs dans le déclenchement de la résistance 
basale, mais également dans l’intégration du signal hormonal initié lors de la perception des 
brassinostéroïdes par le récepteur hormonal BRI1 et donc intervenir dans le développement de la 
plante. 
 
I.1.5.2 La signalisation 
 
La résistance basale, ou PTI, est donc la première réponse induite par la plante, en réponse à 
la perception d’un agent pathogène. L’interaction d’un PAMP avec un récepteur membranaire 
déclenche l’activation de voies de signalisation impliquant une cascade de «mitogen-activated» 
protéines kinases (MAPK), l’induction transcriptionnelle de gènes de réponse aux agents pathogènes, 
la production d’espèces actives de l’oxygène ainsi que l’épaississement des parois au site d’infection 
via un dépôt de callose afin de prévenir la propagation de l’agent pathogène (Nurnberger et al., 
2004) (figure I-5). Cependant, les mécanismes moléculaires permettant la transmission du signal du 
récepteur membranaire vers le cytoplasme restent obscurs. Là encore, le modèle le plus étudié chez 
les plantes est celui de la perception de la flagelline, constituant principal du flagelle bactérien. Ce 
dernier permet à de nombreuses bactéries de se mouvoir, et, si la région centrale de la flagelline est 
variable, les extrémités amino et carboxy terminales sont hautement conservées ce qui en fait un 
excellent motif moléculaire. La flagelline est reconnue en tant que PAMP par de nombreuses espèces 
de plantes (Felix et al., 1999) mais également par des récepteurs immunitaires membranaires chez 
les mammifères (Underhill and Ozinsky, 2002). Il semblerait, aussi bien chez l’homme, la levure ou les 
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plantes, que la transduction du signal liée à la reconnaissance de PAMPs nécessite l’internalisation 
des récepteurs extracellulaires par endocytose (Altenbach and Robatzek, 2007). Chez les plantes, cela 
a pu être démontré pour le complexe formé par FLS2 et BAK1, qui est endocyté  20 minutes après la 
liaison de la flagelline, avant d’être dégradé par le protéasome (Russinova et al., 2004; Robatzek et 
al., 2006). Les mécanismes moléculaires permettant la transduction du signal suivant cet évènement 
ne sont pas encore parfaitement établis. Cependant, l’intervention d’une cascade complète de MAP 
kinase comprenant, chronologiquement MEKK1, MKK4/5 et MPK3/6, a pu être mise en évidence 
(Asai et al., 2002; Zipfel et al., 2004). Cette cascade conduit à l’activation transcriptionnelle de gènes 
codant des facteurs de transcription tels que WRKY22 et WRKY29 activant, à leur tour, la 
transcription de gènes de défense et qui exercent un rétrocontrôle positif sur leur propre expression 
(Asai et al., 2002). Il s’avère également que l’activation constitutive de ces MAPK soit capable de 
diminuer les symptômes provoqués par des champignons, ce qui suggère que de multiples voies de 
signalisation pourraient converger et activer des mécanismes de défense identiques, via les mêmes 
intermédiaires (Asai et al., 2002). 
 
I.1.6   Contournement par les agents pathogènes de l’immunité induite par les PAMP 
(PTI) 
  
  On vient de voir que les plantes sont dotées d’une résistance basale, basée sur la 
reconnaissance de caractéristiques quasi universelles au sein des différents groupes d’agents 
pathogènes. Mais alors, comment est-il possible que certains agents phytopathogènes soient 
capables d’infecter une plante hôte ? Il a été mis en évidence, que, si les plantes ont développé des 
systèmes de défense visant à empêcher les infections, les agents pathogènes ont, quant à eux, 
évolué de sorte à contourner ces systèmes. En effet, ils ont acquis au cours de l’évolution, des 
systèmes de suppression de la défense basale qui font intervenir notamment des molécules 
effectrices. Celles-ci sont parfois directement sécrétées à l’intérieur de la cellule végétale. Certaines 
bactéries ayant acquis une structure appelée système de sécrétion de type III (TTSS ; type III 
secretion system) elles sont capables d’injecter directement leurs effecteurs dans le cytoplasme de la 
cellule hôte afin d’interférer avec la résistance basale (Hueck, 1998) (figure I-5). Comme nous allons 
le voir, les effecteurs peuvent agir à différents niveaux de la transduction du signal conduisant à la 
mise en place de la résistance basale. 
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I.1.6.1 Les effecteurs bactériens 
 
Certains effecteurs peuvent directement interférer avec la première étape de reconnaissance 
des PAMPs, en ciblant directement les complexes de PRR. Cela a pu être mis en évidence dans le cas 
d’AvrPto, effecteur sécrété par Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst), qui lorsqu’il interagit avec les 
récepteurs membranaires FLS2 et EFR, inhibe leur autophosphorylation (Xiang et al., 2008). De plus, 
l’interaction préférentielle entre AvrPto et BAK1 aurait pour incidence d’empêcher la formation du 
complexe entre FLS2 et BAK1, évènement nécessaire à la mise en place de la résistance (Shan et al., 
2008). Cette information est contredite par une publication plus récente, qui met en évidence, grâce 
à des expériences de coimmunoprécipitation et de « split YFP » (BiFC) dans des protoplastes 
d’Arabidopsis, une forte interaction entre FLS2 et AvrPto, et une absence quasi-totale d’interaction 
entre BAK1 et AvrPto (Xiang et al., 2011). Cependant, il est nécessaire de noter que, pour la première 
publication, de nombreuses expériences de coimmunoprécipitation ont été réalisées à partir de 
lignées d’Arabidopsis transgéniques stables, tandis que dans la publication de Xiang et collègues, la 
totalité des expériences a été effectuée à partir de protoplastes transfectés avec les constructions 
d’intérêt. Ces études portent sur des protéines membranaires, qui se retrouvent directement 
exposées au milieu de culture lors de l’utilisation de protoplastes dénués de paroi. Il est donc 
possible de mettre en doute les observations réalisées par Xiang et ses collègues qui s’intéressent à 
des protéines dont l’intégrité est peut être douteuse.  
Les effecteurs sont également capables d’affecter les mécanismes de transduction du signal situés en 
aval de la perception des PAMPs. Ainsi, Yersinia inhibe la cascade de MAP kinases par l’intermédiaire 
de l’effecteur YopJ, qui acétyle 2 résidus indispensables de la boucle d’activation présente dans la 
structure de la MAPKK6, empêchant ainsi son activation par phosphorylation et par conséquent la 
transduction du signal (Mukherjee et al., 2006). De même, il a été montré que la bactérie pathogène 
Pseudomonas syringae est capable de sécréter une toxine dénommée coronatine, qui est un 
analogue de l’acide jasmonique, molécule signal jouant un rôle crucial dans la mise en place des 
défenses (Bender et al., 1998). Elle est donc capable de supprimer la réponse médiée par l’acide 
salicylique, contribuant ainsi à la virulence de la bactérie (Laurie-Berry et al., 2006).  
Certains effecteurs sont même capables de contrôler l’activité transcriptionnelle de la plante. C’est 
par exemple le cas des membres de la famille d’effecteurs AvrBS3 produits par Xanthomonas. Ces 
derniers comportent un signal d’adressage nucléaire ainsi qu’un domaine acide d’activation de la 
transcription, suggérant leur capacité de modifier le transcriptome de la plante hôte (Kay and Bonas, 
2009). 
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Pour finir des expériences ont pu montrer, lors de  tests d’inoculation par Pseudomonas, que la 
surexpression de l’effecteur AvrPto de Pst permet  de limiter le dépôt de callose et la formation de la 
papille d’infection (Zipfel and Rathjen, 2008). Les bactéries pathogènes ont donc acquis au cours du 
temps un panel impressionnant d’effecteurs, leur permettant de gagner en virulence et de coloniser 
plus aisément les plantes hôtes en contournant les mécanismes de résistance basale. 
 
I.1.6.2 Les effecteurs fongiques 
 
Les bactéries ne sont pas les seuls agents phytopathogènes à être reconnus par les plantes et 
à déclencher la PTI, c’est également le cas des champignons. L’un des PAMPs fongiques les plus 
connus est la chitine, composant structural majeur de la paroi cellulaire des champignons pour 
lequel, deux récepteurs membranaires de type LysM ont été caractérisés chez le riz et Arabidopsis 
thaliana (Kaku et al., 2006; Miya et al., 2007). Cependant, il commence seulement à y avoir quelques 
preuves que des gènes découverts en tant que facteurs d’avirulence, ou gènes Avr, codent des 
protéines effectrices capables de jouer un rôle de suppresseur de la résistance basale, permettant 
ainsi au champignon d’infecter la plante. Ainsi, rares sont les exemples de protéines effectrices 
fongiques dont la fonction lui permettant d’interférer avec la voie de signalisation de la résistance est 
connue. 
On peut tout de même citer le cas d’Avr2, protéine effectrice sécrétée par Cladosporium fulvum,  
capable d’inhiber des cystéine-protéases présumées importantes dans la résistance basale telles que 
Rcr3, Pip1, aleurain et TDI-65 (Kruger et al., 2002; Rooney et al., 2005; Muller et al., 2008; Shabab et 
al., 2008; van Esse et al., 2008; Yoshida et al., 2009). Cette protéine confère également une virulence 
plus importante à d’autres agents phytopathogènes fongiques puisque des lignées d’Arabidopsis 
thaliana sur-exprimant Avr2 présentent une susceptibilité accrue vis-à-vis de Botrytis cinerea et 
Verticillium dahliae (van Esse et al., 2008). 
Un autre cas a pu être clairement décrit dans la littérature. Il s’agit de la protéine effectrice Avr4, qui 
est également sécrétée par le champignon Cladosporium fulvum. Cette protéine possède un domaine 
fonctionnel de liaison à la chitine et permettrait en couvrant la paroi cellulaire fongique, de créer une 
protection contre l’action des chitinases produites par la plante hôte (van den Burg et al., 2003; van 
den Burg et al., 2004; van den Burg et al., 2006; van Esse et al., 2007). Une autre hypothèse propose 
que la fixation d’Avr4 à la chitine limiterait le relargage de fragments de chitine ou son exposition vis-
à-vis des PRR présents à la surface des cellules de l’hôte, hypothèse qui tendrait à être confortée par 
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le fait que la fraction apoplastique, donc extracellulaire, joue un rôle important dans l’intensité de la 
virulence du pathogène (van Esse et al., 2007). 
 
I.1.6.3 Les protéines effectrices virales 
 
Contrairement aux bactéries et aux champignons, les virus ne sont pas reconnus par la plante 
via les PRR. En effet, les virus ne possèdent pas de composants structuraux majeurs, communs à la 
majorité des genres viraux, susceptibles d’être reconnus par des protéines hôtes de type PRR. 
Cependant, deux protéines nommées RTM1 (Restricted TEV Movement 1) et JAX1 (Jacalin-type lectin 
required for Potexvirus resistance 1) codant des lectines, pourraient être assimilées à des PRR. Ces 
dernières confèrent respectivement une résistance à large spectre de virus du genre Potyvirus et vis-
à-vis des membres du genre Potexvirus (Mahajan et al., 1998 ; Decroocq et al., 2006 ;  Yamaji et al., 
2012). Leur mode d’action n’est pas encore élucidé, mais l’hypothèse la plus attractive implique la 
capacité de ces lectines à lier les sucres présents à la surface des agents phytopathogène à cibler. A 
l’instar de ce qui se passe avec les cellules du système immunitaire animal, où les lectines sont 
capables de lier les protéines glycozylées et donc d’intervenir dans la reconnaissance du soi et du non 
soi, les protéines RTM1 et JAX1 pourraient permettre la reconnaissance des sucres présents à la 
surface des protéines de capsides virales glycosylées et induire une résistance, par séquestration ou 
protéolyse de ces protéines  (Fujita et al., 2002 ; Tamaji et al., 2012). Néanmoins, il est nécessaire de 
noter que ces protéines ne représentent que deux cas isolés pour le moment et ne présentent pas 
l’ensemble des caractéristiques des PRR, puisqu’il ne s’agit pas de récepteurs extracellulaires, 
capables de détecter la présence de l’agent pathogène avant son entrée dans la cellule.  
Les plantes ont donc développé une autre stratégie de défense basale, défense qui permet 
de réguler l’accumulation des molécules d’ARN étrangères mais également endogènes. Ce système 
de défense repose sur des caractéristiques intrinsèques au cycle viral. En effet, la majorité des virus, 
et en particulier les virus à ARN positifs (+) produisent au cours de leur réplication soit des 
intermédiaires ARN double brin, suite à la synthèse d’un brin négatif (-) par une ARN polymérase ARN 
dépendante (RdRP), soit des ARNs  simple brin qui acquièrent une forme double brin suite à une 
auto-hybridation qui conduit à l’apparition d’une structuration secondaire (Ho et al., 2006; Ding and 
Voinnet, 2007; Ruiz-Ferrer and Voinnet, 2009; Llave, 2010). Les ARNs doubles brins ainsi formés 
peuvent alors servir de substrat à des enzymes  Dicer-like, qui possèdent des domaines RNaseIII, qui 
par clivage double brin, génèrent de petits duplex ARN de taille comprise entre 21 et 24 nucléotides, 
lesquels seront protégés de la dégradation suite à leur méthylation au niveau des extrémités 3’ par 
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l’enzyme HEN1 (Xie et al., 2004; Yu et al., 2005). Ces duplex vont être incorporés dans un complexe 
protéique dénommé RISC (RNA-induced silencing complex) avant d’être dissociés (Brodersen and 
Voinnet, 2006). Les vsiRNAs (viral small interfering RNAs) ainsi formés vont permettre à RISC de 
recruter, par complémentarité de séquence, les ARNs messagers viraux pour inhiber le processus de 
traduction. La plupart du temps cette inhibition est réalisée par clivage de l’ARN messager par une 
protéine appartenant au complexe RISC, Argonaute (AGO1) (Ding and Voinnet, 2007). Cette stratégie 
de défense, développée par la plante, permet donc de limiter de manière drastique la réplication de 
la très grande majorité des virus. Cependant, tout comme les bactéries et les champignons 
phytopathogènes, les virus ont acquis au cours de leur coévolution avec les plantes des mécanismes 
de contournement de la résistance basale mis en place par l’hôte. Ainsi on peut citer de nombreux 
cas où des phytovirus ont fait l’acquisition de protéines effectrices appelées suppresseurs de 
silencing ou VSR (viral suppressors of RNA silencing) (Moissiard and Voinnet, 2006). Ces protéines 
auraient vraisemblablement évolué indépendamment les unes des autres, dans différents groupes 
viraux puisqu’elles n’ont ni une structure ni de motif de séquence primaire en commun. Elles 
interviennent à des endroits différents de la voie de biosynthèse et d’action des vsiRNA.  
De nombreux suppresseurs de silencing viraux agissent juste en aval du clivage réalisé par la protéine 
dicer-like, par exemple en séquestrant les vsiRNA, empêchant leur méthylation par HEN1 et en 
favorisant leur uridylation, donc leur dégradation. C’est par exemple le cas des suppresseurs viraux, 
tels que la P19 codée par le Tomato Bushy Stunt Virus (TBSV) (Qiu et al., 2002; Baulcombe and 
Molnar, 2004; Dunoyer et al., 2004; Lakatos et al., 2004; Li et al., 2005; Yu et al., 2006; Koukiekolo et 
al., 2007) qui forme des homodimères, ou la P21 codée par le Beet Western Yellow Virus (BWYV) 
(Reed et al., 2003; Chapman et al., 2004; Ye and Patel, 2005). Il a été également montré que la 
RNaseIII codée par le Sweet Potato Chlorotic Stunt Virus (SPCSV) exerce une activité endonucléase 
sur les vsiRNAs de 21, 22 et 24 nt, générant ainsi des produits de 14 à 15 nucléotides inactifs (Cuellar 
et al., 2009). 
D’autres VSRs interviennent en aval de l’étape de méthylation des vsiRNA par HENI. Ainsi, la protéine 
P0, de 29 kDa, codée par le Beet western yellows virus est requise pour l’infection virale (Mayo et al., 
1996), mais ne possède aucune activité de liaison à l’ARN (Csorba et al., 2010). Cependant, elle est 
capable d’interagir directement avec AGO1 ainsi que ses paralogues : AGO 2, 4, 6 et 9 (Baumberger 
et al., 2007; Bortolamiol et al., 2008). Cette interaction directe semble déstabiliser AGO1 avant 
l’assemblage du complexe RISC, empêchant ainsi la formation de novo de complexes de haut poids 
moléculaire comprenant AGO1. La production de P0 permet donc d’affecter grandement les 
mécanismes de silencing antiviraux faisant intervenir AGO1.   
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La plupart des virus a donc acquis au cours de l’évolution un mécanisme de contournement de la 
résistance basale que la plante a développé contre eux : le silencing. 
 
I.2 Les protéines de résistance produites par la plante hôte 
 
Au cours de leur évolution, les agents phytopathogènes ont donc fait l’acquisition de protéines 
effectrices, leur conférant la capacité de contourner la résistance basale que la plante leur opposait. 
Ce phénomène a conduit les plantes à acquérir des mécanismes de résistance capables de 
reconnaître les effecteurs bactériens, fongiques ou viraux de manière hautement spécifiques de 
sorte à mettre en place une résistance efficace. Cette résistance, dite spécifique, a été dénommée 
ETI, pour Effector Triggered Immunity et correspond à la dernière étape présentée dans le modèle 
Zig Zag (figure I-3). Les acteurs majeurs de cette résistance sont des gènes dominants appelés : gènes 
R. La résistance qu’ils déclenchent implique la plupart du temps la mise en place de la réponse 
hypersensible (HR), qui se caractérise par le déclenchement d’une mort cellulaire restreinte au site 
d’infection.  
I.2.1   La réponse hypersensible (HR) 
 
La HR est l’un des mécanismes de défense des plantes les plus efficaces et les plus visibles. 
Elle est majoritairement associée à la résistance spécifique, de type hôte, mais également à certains 
types de résistance non-hôte (Mysore and Ryu, 2004). Il s’agit d’une forme de mort cellulaire 
génétiquement programmée, mise en place de façon très rapide, et uniquement restreinte à la zone 
infectée par l’agent phytopathogène. Elle peut être mise en place suite à l’infection par de nombreux 
agents phytopathogènes. Cependant, elle est assez clairement décrite dans le cas de l’infection du 
tabac par le Tobacco mosaic virus (TMV). En effet, chez certains cultivars de Nicotiana tabacum, deux 
gènes dominants, N et N’ confèrent une résistance caractérisée par la mise en place d’une HR en 
réponse à l’infection par le TMV. L’inoculation mécanique de ces cultivars hypersensibles entraine, 
sur la feuille inoculée, la formation de lésions locales composées d’un disque nécrotique, entouré 
d’un anneau vert clair. Le virus est alors détectable dans le disque nécrotique, ainsi que dans 
l’anneau vert clair, mais pas dans le reste du limbe foliaire (Martin and Gallet, 1966; White et al., 
1986). Au cours des 30 premières heures après l’infection, l’évolution de la multiplication du TMV est 
similaire sur des feuilles de tabac sensible (nn) ou de tabac hypersensible (NN). Puis les lésions 
locales nécrotiques apparaissent entre 33 et 36 heures. A partir de ce moment, le taux de 
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multiplication du TMV décroît chez l’hôte hypersensible (Konate and Fritig, 1984). Le déclenchement 
de cette résistance permet donc de limiter la propagation du  TMV au niveau des cellules de l’anneau 
vert clair tandis que dans le tabac sensible, la multiplication virale conduit à une infection qui se 
propage dans toute la plante. A l’heure actuelle, deux rôles sont attribués à cette réponse de 
défense. D’une part, la mort des cellules végétales entourant l’agent pathogène perturberait 
considérablement le développement de ce dernier. En effet, celui-ci se retrouve dans un milieu 
dépourvu d’éléments nutritifs, au pH et à l’hygrométrie défavorables, et contenant des composés 
toxiques libérés suite à la mort des cellules. Cependant, ce processus peut se révéler inefficace ou 
même contribuer à la création de conditions favorables à l’invasion par certains agents pathogènes 
nécrotrophes comme Botrytis (Govrin and Levine, 2002). D’autre part, la HR aurait la capacité de 
déclencher un signal d’alarme, informant les autres parties de la plante de l’attaque. Le signal ainsi 
généré lors de la HR se propagerait aux cellules adjacentes, mais également à l’ensemble de la 
plante, permettant la mise en place de défenses systémiques.  
 
I.2.2   Signalisation locale et systémique de la résistance 
 
La résistance spécifique de la plante faisant intervenir les gènes R est donc capable 
d’intervenir de manière locale et très rapide via la HR afin de contenir l’infection par l’agent  
pathogène. Cependant, il semblerait que la HR n’intervienne pas que dans cette réponse « précoce », 
mais également dans l’établissement d’une résistance à plus long terme, capable de protéger la 
plante dans son intégralité face à de futures infections. Les cellules infectées seraient capables de 
produire un signal perceptible par l’ensemble des cellules saines, engendrant la mise en place d’une 
résistance systémique. 
 
I.2.3   La résistance acquise localisée (LAR) 
 
La résistance acquise localisée (LAR) est mise en place en bordure de la zone d’infection où se 
tient la HR. Elle est induite par des signaux moléculaires de l’hôte, qui diffusent à partir des cellules 
subissant la HR (Dorey et al., 1997). Dans les plantes de tabac portant le gène N et infectées par le 
TMV, la LAR est décrite comme la région, large d’environ 2 mm et fluorescente sous une lumière UV, 
entourant les lésions virales et montrant un haut niveau de résistance aux nouvelles inoculations 
virales (Ross, 1961a). Toujours chez des tabacs déclenchant une réponse hypersensible vis-à-vis du 
Signal 
SAR 
HR 
DEFENSE LOCALE 
HR 
ACTIVATION SYSTEMIQUE DES 
MECANISMES DE DEFENSE 
SAR 
Emission de signaux 
pour les cellules 
voisines  
Figure I-6 : La résistance systémique acquise ou SAR 
Le plus souvent, la reconnaissance d’une protéine d’avirulence d’un agent pathogène par le 
produit d’un gène de résistance R induit une réponse hypersensible locale (HR). Lors du 
déclenchement de cette mort cellulaire programmée, un signal correspondant 
potentiellement à un complexe entre un dérivé du glycérol-3-phosphate et la protéine DIR1, 
serait généré et migrerait dans le reste de la plante, permettant l’établissement d’une 
résistance dans les parties distales de la plante (d’après Chanda et al., 2011). 
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TMV, la mise en place de la LAR implique l’accumulation de protéines antimicrobiennes, telles que 
les protéines PR (pathogenesis-related) (Fritig et al., 1998). Au moins deux signaux chimiques 
différents seraient émis par les cellules hypersensibles : une voie de signalisation dépendante de 
l’éthylène serait capable d’induire la production des protéines PR basiques, tandis qu’un autre signal 
dérivant d’une voie de signalisation dépendante de l’acide salicylique (SA)  déclencherait la 
production de protéines PR acides (CORDELIER ET AL., 2003). La LAR inclurait également la stimulation 
des enzymes de la voie des phenylpropanoïdes telles que les O-méthyltransférase (OMT) (LEGRAND ET 
AL., 1978), voie produisant des antibiotiques tels que la scopoletine, composé fluorescent sous 
éclairement UV. Cependant, il semblerait que le signal dérivant de l’expression des OMT soit 
incapable de diffuser au-delà des tissus subissant la LAR. De même, il a été mis en évidence plus 
récemment que les ROS produites au sein des cellules hypersensibles ne constituent pas un signal 
diffusible de la LAR (Costet et al., 2002). Ainsi, la zone tissulaire subissant le phénomène de LAR 
présente une activation constitutive d’un très grand nombre de gènes de défense et se révèle être un 
milieu hautement inhospitalier pour les phytopathogènes. Cet anneau, qui entoure la zone 
d’infection, représente « une barrière physique » quasiment infranchissable, cantonnant  l’agent 
pathogène dans la zone de HR. 
 
I.2.4  Signalisation de la résistance systémique acquise 
 
Chez les plantes, la reconnaissance spécifique d’une protéine d’avirulence Avr d’un agent 
pathogène par l’intermédiaire d’un gène de résistance dominant de l’hôte entraîne le plus souvent 
l’apparition d’une réponse hypersensible. De cette HR va émaner un signal mobile qui, suite à sa 
translocation vers des tissus distants et saints, va activer une résistance à large spectre de la part de 
l’hôte via l’expression des gènes PR non seulement au niveau du site d’infection mais également dans 
toute la plante. A une attaque spécifique correspond donc une réponse aspécifique, durable, vis-à-vis 
d’un ensemble d’agents pathogènes, dénommée résistance systémique acquise (SAR) (figure I-6). Ce 
nom lui fut donné par Ross, qui fut le premier à publier les résultats d’une étude systématique qui a 
démontré que chez le tabac, les infections par TMV sont moins sévères dans les feuilles supérieures 
lorsqu’elles font suite à une première infection (Ross, 1961b). La SAR semble être un phénomène 
ubiquitaire chez les plantes supérieures et a pu être mise en évidence chez le soja, la pomme de 
terre, la tomate, les cucurbitacées, le pois, Arabidopsis, le riz et l’orge. Ainsi, chez le concombre, la 
production du signal mobile déclenchant la SAR se produit seulement 3 heures après l’entrée d’un 
pathogène avirulent dans la feuille inoculée, et cette dernière doit seulement rester attachée 4 
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heures après l’inoculation pour que la SAR soit induite (Rasmussen et al., 1991; Smith-Becker et al., 
1998). Bien que l’identification du signal mobile n’ait pas encore complètement abouti, de nombreux 
facteurs contribuant à la mise en place de la SAR ont pu être mis en évidence. On peut par exemple 
citer DIR1 (Defective in Induced Resistance), une protéine qui présente une homologie avec la famille 
des protéines de transfert de lipides (LTP) (Maldonado et al., 2002; Lascombe et al., 2006), l’acide 
salicylique, qui fait l’objet de nombreuses études parfois contradictoires (Vlot et al., 2009), le methyl 
acide salicylique (Park et al., 2007), l’acide azélaïque (Jung et al., 2009), l’auxine (Truman et al., 2010) 
et potentiellement l’acide jasmonique (Truman et al., 2007)  (Attaran et al., 2009). Des études 
récentes ont également démontré que l’intégrité de la cuticule était requise pour l’initiation de la 
SAR par le signal mobile. Par exemple, un défaut dans la formation de la cuticule affecte la 
perception du signal mobile dans les tissus systémiques mais pas sa synthèse ou sa translocation à 
partir du site d’infection primaire (Xia et al., 2009; Xia et al., 2010). La SAR est également dépendante 
de l’activité de GLY1, une glycerol-3phosphate (G3P) déshydrogénase (G3Pdh) (Nandi et al., 2004). 
Cette dernière réduit le dihydroxyacetone phosphate pour générer du G3P, lequel est indispensable 
à la mise en place de la SAR. En effet, Chanda et ses collaborateurs ont pu mettre en évidence le fait 
que le G3P joue un rôle critique dans l’établissement de la SAR à un niveau très précoce, coïncidant 
avec l’induction de la SAR dans les tissus distaux. La SAR conférée par le G3P ne requiert qu’un 
niveau basal d’acide salicylique (SA), ce qui suggère que l’augmentation de l’accumulation du SA dans 
les tissus distaux n’est pas obligatoire pour la SAR. Ils ont également pu observer une 
interdépendance du G3P et de DIR1 pour leur transport vers le reste de la plante, ce qui suggère que 
la formation d’un complexe entre un dérivé du G3P et DIR1 est requise pour l’induction ou 
l’établissement de la SAR. Lors d’une infection, il semblerait que dans la feuille infectée, le G3P 
synthétisé soit converti en un composé plus petit, capable de se complexer à DIR1. Le complexe ainsi 
formé migrerait vers les tissus distaux après l’inoculation d’un agent pathogène, et y induirait la 
synthèse de novo de G3P, reprogrammant ainsi ces tissus pour la mise en place de la SAR (Chanda et 
al., 2011). 
 
 La signalisation locale ou systémique de la résistance découle de l’évènement de 
reconnaissance d’un agent pathogène par la plante. Cette reconnaissance repose sur la présence 
chez la plante hôte, d’un gène de résistance R. Ces derniers présentent une haute spécificité vis-à-vis 
de l’organisme pathogène cible. Nous allons donc voir, par la suite, qu’ils sont donc très représentés 
chez les plantes et qu’ils possèdent des caractéristiques structurales bien particulières. 
 
Classe1 Classe2 Classe3 Classe4 Classe5 
(D’après Dangl and Jones, 2001) 
Figure I-7 : Structure des 5 principales classes de protéines de résistance chez les 
plantes.  
Le gène Pto (classe 1) code une sérine/thréonine kinase, mais peut être associé à la 
membrane au niveau de l’extrémité N-terminale. La classe regroupant le plus de 
protéines de résistance, les NBS-LRRs sont présumées cytoplasmiques (bien qu’elles 
pourraient être associées à la membrane) et comportent différentes extrémités N-
terminales (classes 2 et 3). Les protéines Cf-X (classe 4) et Xa21 (classe5) possèdent un 
domaine transmembranaire ainsi qu’un domaine LRR extracellulaire.  
 
Chapitre I : Introduction générale 
 
- 18 - 
 
I.2.5 Diversité des gènes de résistance 
 
Environ 40 gènes de résistance dominants, R, ont été clonés au cours des 20 dernières 
années (Lukasik and Takken, 2009). Il est rapidement apparu, en étudiant les séquences protéiques 
déduites de leur séquence nucléotidique, que ces dernières partagent des éléments structuraux avec 
des protéines caractérisées chez la levure, la drosophile ou encore les vertébrés (Michelmore and 
Meyers, 1998). Ainsi ces protéines comporteraient, pour la plupart, un domaine récepteur et un 
domaine effecteur (Hammond-Kosack and Jones, 1997) ayant respectivement pour rôle la 
reconnaissance d’un éliciteur, via des mécanismes d’interaction protéine-protéine et l’activation de 
la transduction du signal de mise en place de la résistance de la plante hôte. Le domaine récepteur 
serait la région LRR (Leucine-Rich Repeats) qui se caractérise par la répétition d’un motif de taille 
variable comprenant des leucines et/ou d’autres résidus hydrophobes et interviendraient dans les 
mécanismes d’interaction protéine-protéine (Jones and Jones, 1997; Kajava, 1998). Le second 
domaine correspond au nucleotide-binding site (NBS), domaine conservé et crucial pour la fixation et 
l’hydrolyse des nucléotides triphosphate ATP ou GTP (Saraste et al., 1990). Chez les plantes, ces 
protéines nommées NBS-LRR sont très représentées. Le séquençage des génomes a permis 
d’estimer, par exemple, à 149 le nombre de gènes codant des protéines de type NBS-LRR chez 
Arabidopsis, soit 0.43% de la totalité des ORFs prédites (Meyers et al., 2003), à 480 chez le riz Oryza 
sativa L. (var. Nipponbare) (Zhou et al., 2004) ou encore 402 chez Populus trichocarpa (Kohler et al., 
2008) soit 1% des ORFs prédites chez ces deux espèces . Il s’avère également que d’autres motifs 
structuraux sont très largement représentés chez les protéines R et ont servi de base à 
l’établissement d’une classification des différents gènes de résistance. 
 
I.2.5.1 Les différentes classes de gène de résistance 
 
Qu’ils soient spécifiques des virus ou d’autres agents pathogènes, tous les gènes R 
dominants, identifiés jusqu’à ce jour, ont donc été répartis dans cinq classes différentes suivant la 
combinaison de domaines présents chez leurs protéines prédites (Dangl and Jones, 2001; Martin et 
al., 2003) (figure I-7). La classe 1 comporte un membre unique, le gène Pto, conférant à la tomate 
une résistance à une bactérie, Pseudomonas syringae exprimant le gène d’avirulence AvrPto. La 
protéine correspondante possède un domaine catalytique sérine/thréonine kinase et un motif de 
myristylation au niveau de la région N-terminale (Martin et al., 1993; Loh et al., 1998). En temps 
normal PTO forme un complexe avec la protéine de type NB-LRR PRF. La liaison d’AvrPto au niveau 
de l’extrémité N-terminale de PTO serait à l’origine de l’activation de l’activité kinase de PTO, qui 
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induirait une dissociation de PRF, qui à son tour déclencherait une cascade de signalisation 
responsable de la mise en place de la résistance (Mucyn et al., 2006; Balmuth and Rathjen, 2007; 
Mucyn et al., 2009).   
La classe 2, quant à elle, regroupe la majorité des gènes de résistance R. On peut par exemple citer 
les protéines RPS2 et RPM1, codées chez Arabidopsis thaliana par des gènes conférant une 
résistance vis-à-vis de Pseudomonas syringae exprimant respectivement les gènes d’avirulence 
AvrRpt2 et AvrRpm1. Les protéines R correspondantes se caractérisent par une région riche en 
leucine (LRR), un site de liaison à des nucléotides qui possède une activité ATPasae (NB-ARC) ainsi 
qu’un domaine coiled coil (CC) ou leucine-zipper (LZ) à l’extrémité N-terminale, ces domaines 
terminaux étant connus dans la littérature pour jouer un rôle dans l’hétéro ou l’homodimérisation 
des protéines (Bent, 1996).  
La classe 3 est similaire à la classe 2 mis à part que les protéines comportent une région appelée 
domaine TIR, par analogie avec l’extrémité N-terminale du « Toll and Interleukin 1 receptor » de la 
drosophile et Interleukine1 (IL-1R) chez l’homme, à la place du domaine coiled coil (Martin et al., 
2003). Toujours sur la base de cette analogie, le domaine TIR jouerait un rôle dans la cascade de 
signalisation cellulaire de la résistance (Mestre and Baulcombe, 2006). On peut compter parmi cette 
classe trois protéines de résistance, N, L et RPP5 codées respectivement par le gène de résistance au 
Tobacco mosaïc virus chez le tabac, à Melamporsa lini chez le lin et Peronospora parasitica chez 
Arabidopsis thaliana (Whitham et al., 1994; Lawrence et al., 1995; Parker et al., 1997). 
Contrairement aux protéines précédentes, celles des deux dernières classes diffèrent principalement 
par le fait qu’elles possèdent une région transmembranaire. C’est le cas des protéines Cf (pour 
Cladosporium fulvum) présentes chez la tomate, qui appartiennent à la classe 4. Chez ces protéines, 
impliquées dans la résistance au champignon Cladosporium fulvum, le domaine NBS (Nucleotide 
Binding Site) est remplacé par un domaine transmembranaire, et le domaine LRR est extracellulaire. 
Elles possèdent également un petit domaine cytoplasmique sans motif connu (Dixon et al., 1996; Falk 
et al., 1999). 
La classe 5, quant à elle, ne contient qu’une protéine unique, Xa21, découverte chez le riz, qui 
possède également un domaine sérine/thréonine kinase en plus des caractéristiques des protéines 
de la classe 4 et confère une résistance vis-à-vis de différentes souches de Xanthomonas oryzae 
(Song et al., 1995; Wang et al., 1996). 
Enfin, une sixième classe regroupe toutes les protéines ne correspondant pas aux critères énumérés 
précédemment. Le gène Hm1 peut être cité comme exemple. Celui-ci code une protéine qui est une 
toxine-réductase qui confère une résistance à un champignon pathogène du maïs, Cochliobolus 
carbonum (Johal and Briggs, 1992; Martin et al., 2003).  
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Chacun des gènes R appartenant à l’une des classes définies ci-dessus est spécifique d’un ou 
plusieurs agent(s) pathogène(s) donné(s). En effet, la plupart du temps, un gène R va permettre la 
reconnaissance hautement spécifique d’une protéine d’avirulence codée par le génome de l’agent 
pathogène. Ces agents pathogènes ont généralement un cycle de vie assez court et vont donc être 
capables d’évoluer rapidement de sorte à contourner la résistance opposée par la plante, par 
l’intermédiaire des gènes R. Les plantes, quant à elles, ont généralement un cycle de vie beaucoup 
plus long que celui de leurs agents pathogènes et vont par conséquent évoluer moins rapidement. 
On peut donc se demander comment elles sont capables de diversifier de manière rapide leurs gènes 
R afin de rester en compétition avec les agents phytopathogènes. 
 
I.2.5.2 L’évolution des gènes de résistance en système de résistance multiprotéique 
 
Au cours des dix dernières années, le séquençage des génomes de plantes modèles a pu 
mettre en évidence le fait que les gènes R ont une répartition bien particulière au sein des génomes. 
En effet, on peut observer que de nombreux gènes R sont regroupés dans des régions 
chromosomiques restreintes et forment ce que l’on appelle des clusters-R (Michelmore and Meyers, 
1998). Ces derniers comprennent, soit, plusieurs copies de gènes R homologues, issus de la 
duplication d’un seul gène (cluster simple), soit des séquences de gènes R colocalisant, mais dérivant 
de deux gènes indépendants ou plus (clusters complexes). Des gènes sans homologue peuvent 
s’intercaler dans ces clusters. Ces clusters de gènes de résistances ont des tailles variables, allant 
d’un simple tandem composé de deux gènes homologues, à de larges complexes s’étendant sur 
plusieurs mégabases. Les gènes homologues formant les clusters finissent par diverger au cours de 
l’évolution pour devenir paralogues. Parmi les plus gros clusters caractérisés jusqu’à aujourd’hui on 
peut citer par exemple le cluster Rp1 conférant une résistance à Puccinia sorghi chez le maïs, allant 
jusqu’à 52 paralogues par haplotype (Smith et al., 2004), ou le cluster majeur de résistance au 
mildiou de la pomme de terre (MLB) comprenant jusqu’à 45 paralogues par haplotype (Friedman and 
Baker, 2007).  
Cette stratégie de répartition des gènes R en cluster est idéale pour générer rapidement de nouveaux 
allèles ou de nouveaux gènes à partir d’un gène unique. En effet, ces clusters-R contiennent de 
nombreuses séquences répétées géniques et inter-géniques, générées par des duplications et des 
insertions de transposons et fournissent un environnement structural facilitant les mésappariements 
durant les recombinaisons, donnant ainsi lieu à des crossing-over inégaux et à des conversions inter 
et intra-géniques. Les crossing-over inégaux inter-géniques peuvent potentiellement placer les gènes 
R dans de nouveaux contextes structuraux pouvant affecter leur expression, tandis que les 
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mésappariements intra-géniques génèrent des gènes chimériques pouvant coder de nouvelles 
fonctions. Ces deux types de recombinaisons inégales vont résulter en un changement du nombre de 
copies du gène au sein du cluster (duplication du gène sur un des chromosomes et perte sur l’autre), 
en fonction du nombre de copies du gène présentes dans la région comprise entre les sites de la 
recombinaison inégale. Ainsi de nombreux gènes R sont modifiés ou créés. Leur conservation au sein 
du génome de la plante dépend alors des spécificités de résistances nouvellement créées, conférant 
ou non un avantage à la plante par rapport à la pression de sélection exercée par les agents 
pathogènes (Acosta-Leal et al., 2011; Fraile et al., 2011). 
Ces phénomènes évolutifs conduisent à l’apparition de différents types de clusters-R. Ainsi, il arrive 
fréquemment qu’à un locus donné, soient associées de multiples spécificités de résistance. C’est par 
exemple le cas du lin, chez qui, quatre loci différents, désignés par les lettres L, M, N et P conférant la 
résistance à la rouille du champignon Melampsora lini (Lawrence et al., 1994; Lawrence et al., 1995)  
ont pu être identifiés. Le locus L regroupe 13 allèles distincts issus d’un gène unique. Ceux-ci codent 
13 protéines présentant plus de 90% d’identité entre elles mais des variations sur toute leur longueur 
(Ellis et al., 1999) et 12 d’entre elles codent différentes spécificités de résistance. 
Mais il arrive également qu’à un locus corresponde un cluster de gènes-R conférant des résistances à 
différents agents pathogènes. Ainsi, il existe par exemple chez la tomate, un locus où co-localisent 
des gènes-R conférant des résistances à cinq phytopathogènes différents. En effet ce locus d’une 
taille d’environ 20cM situé sur le bras court du chromosome 6 regroupe les gènes Cf-2 et Cf-5 
conférant une résistance à Cladosporium fulvum (Dickinson et al., 1993), le gène de résistance Mi, 
gène de résistance au nématode Meloidogyne incognita (Dickinson et al., 1993), le gène de 
résistance Ol-1 à Oidium lycopersicum (Van der Beek et al., 1994), le gène Meu1 responsable de la 
résistance au puceron Macrosiphum euphorbiae (Kaloshian et al., 1995) et le gène Ty-1 de tolérance 
au TYLCV (Tomato Yellow Leaf Curl Virus) (Zamir et al., 1994). On peut également citer le cas d’un 
cluster de NBS-LRR s’étendant sur environ 115kb du chromosome 12 de la pomme de terre, qui 
comporte quatre gènes homologues, très proches. Ce locus regroupe le gène GPA2, conférant une 
résistance vis-à-vis du nématode (Rouppe van der Voort et al., 1997) et le gène Rx1 qui confère une 
résistance extrême au PVX (Potato virus X) (Bendahmane et al., 1999). 
Les gènes R subissent une diversification très rapide comparée à la majorité du génome. Cependant, 
si l’on se cantonne au modèle décrit précédemment, qui, à une protéine R associe la détection d’une 
protéine d’avirulence par l’intermédiaire d’une interaction directe, il faudrait que cette 
diversification génère assez de gènes de résistance pour compenser la rapide évolution de la 
multitude d’agents phytopathogènes qui existe. 
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(D’après Mc Hale et al., 2006) 
Figure I-8 : Les principaux domaines retrouvés chez les protéines NBS-LRR. 
Les protéines R portent différents domaines, qui permettent de les regrouper en sous classes. Ici, 
les principaux domaines retrouvés sont cités et des exemples de protéines appartenant aux 
différents groupes sont citées. I-2, Mi et Pfr ont été mis en évidence chez la tomate ; L6 chez le lin ; 
N chez le tabac ; RPP5, RRS1, RPS2, RPS4, RPS5 chez Arabidopsis ; Bs2 chez le piment et Rx chez la 
pomme de terre. N : extrémité aminoterminale ; TIR : domaine Toll/interleukine-1 receptor like. CC 
: domaine coiled coil. X : domaine sans motif particulier. NBS : site de fixation des nucléotides. L : 
linker. LRR : domaine riche en Leucine. WRKY : facteur de transcription de type doigt de zinc. C: 
extrémité carboxyterminale 
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I.2.6 La résistance dominante 
 
Dans le modèle de résistance gène pour gène, la réaction de défense de la plante est initiée à 
condition que la protéine d’avirulence ou éliciteur, soit reconnue par la protéine codée par le gène 
de résistance R. Les études menées jusqu’à aujourd’hui ont conduit à deux modèles de 
reconnaissance, directe ou indirecte. 
 
I.2.6.1 Interaction directe 
 
Le modèle d’interaction directe semble relativement peu représenté. Seuls quelques cas ont 
été répertoriés jusqu’ici. L’un concerne le gène Pi-ta conférant au riz une résistance contre le 
champignon Magnaporthe grisea. Dans ce cas, il a été montré par double hybride en levure et des 
expériences de liaison in vitro, que la protéine d’avirulence AVR-Pita du champignon peut être liée, 
donc interagir directement avec le produit du gène de résistance Pi-ta (Jia et al., 2000). Le cas du 
gène RRS1, qui confère une résistance à de nombreuses souches de la bactérie Ralstonia 
solanacearum chez Arabidopsis thaliana peut également être cité (figure I-8). Ici aussi, une 
expérience de double hybride en levure a permis de montrer l’interaction directe se produisant entre 
la protéine d’avirulence PopP2 et le produit du gène de résistance RRS1 (Deslandes et al., 2003). Un 
autre exemple, qui commence à être bien caractérisé est celui du gène N chez le tabac, qui confère 
une résistance vis-à-vis du TMV (Whitham et al., 1994). En effet, une interaction directe a pu être 
mise en évidence entre le domaine hélicase (p50) de la réplicase virale et les domaines NBS-LRR de la 
protéine N, par l’intermédiaire d’expériences de double hybride en levure et de pull-down assays à 
partir de bactéries (Ueda et al., 2006). Cette interaction est directement liée à la capacité de la p50 à 
déclencher une réponse hypersensible lorsqu’elle est exprimée chez des tabacs N. Enfin, un dernier 
exemple peut être cité. Il s’agit de l’interaction directe entre différents variants de la protéine 
AvrL567 de la rouille du lin et les gènes R L5 et L6. En effet, une corrélation parfaite a pu être mise en 
évidence entre l’interaction directe entre les variants AvrL567 A et B et les protéines de type TIR-
NBS-LRR L5 et L6 et leur capacité à déclencher la résistance liée à L (Ellis et al., 2007).  La forme 
AvrL567 C, quant à elle, n’interagit pas directement, que ce soit avec L5 ou L6, et ne déclenche donc 
pas l’apparition de la nécrose liée à la résistance médiée par L. 
Figure I-9 : Hypothèse de « garde » expliquant l’activation des protéines de résistance 
NB-LRR.  
a, Un complexe protéique cellulaire (ovale bleu) qui inclut la molécule de « garde » (en 
rouge) et une protéine NS-LRR (rectangle en dégradé de gris) reconnaît une protéine 
d’avirulence d’un agent pathogène (orange/jaune). b, La liaison de ce facteur 
d’avirulence au complexe protéique résulte en la dissociation du complexe et 
l’activation de la protéine NB-LRR, donc en l’initiation de la résistance. c, De manière 
alternative, la protéine NB-LRR peut ne pas faire partie du complexe polyprotéique, 
jusqu’à la liaison de la protéine d’avirulence. d, Le recrutement de la protéine R par le 
complexe protéique « de garde », lié au facteur d’avirulence permettrait alors 
l’activation de la protéine R.  
D’après Dangl et Jones, 2001 
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Cependant, il est possible que notre perception soit biaisée par les techniques d’études utilisées, qui 
ne sont peut-être pas assez sensibles ou pas adaptées à l’étude d’interactions directes qui pourraient 
être très brèves. De nombreux cas d’interactions directes pourraient être ainsi manqués. 
 
I.2.6.2 Interaction indirecte ou Modèle de Garde 
 
 Des études récentes tendent à mettre en avant le fait que la reconnaissance de la protéine 
d’avirulence par le gène R pourrait se faire de manière indirecte. Ce processus est décrit par le 
« modèle de garde » (Dangl and Jones, 2001; Jones and Dangl, 2006). Dans ce modèle, deux 
mécanismes différents pourraient conduire à l’activation du ou des gène(s) R intervenant dans la 
résistance à un agent pathogène donné. 
Dans un premier cas, le produit d’un gène de résistance R est constitutivement lié à une protéine de 
« garde » qui elle-même fait partie d’un complexe protéique (complexe de garde). Ainsi, lorsque la 
plante résistante n’est pas attaquée par un agent pathogène, le produit du gène R est conservé dans 
un état inactif au sein d’un complexe hétéropolyprotéique. En revanche, lors d’une infection virale, 
une protéine d’avirulence codée par le génome viral, va se lier à la protéine de garde et inhiber 
l’interaction entre cette dernière et le produit du gène R. La dissociation de la protéine de résistance 
du complexe protéique, permettrait l’activation de cette protéine, donc l’initiation de la transduction 
d’un signal de défense (figures I-9 a et b) (Dangl and Jones, 2001). 
Dans le second cas, c’est l’interaction entre la protéine d’avirulence et la protéine de garde présente 
dans le complexe de garde, qui induirait un changement de conformation au sein de ce complexe, 
permettant ainsi d’augmenter l’affinité entre ce complexe protéique et le produit du gène R. La 
protéine de résistance se lierait alors au complexe et serait activée, déclenchant ainsi le signal de 
défense (figures I-9- c et d) (Dangl and Jones, 2001). 
Plusieurs conséquences, confortées par des expériences, découlent de ce modèle qui essaie 
d’expliquer pourquoi il y a peu de gènes R chez les plantes au regard de la multitude d’agents 
pathogènes. Tout d’abord, il est possible que plusieurs protéines d’avirulence, qui ont évolué 
indépendamment, interagissent avec la même protéine de garde et déclenchent ainsi une réponse 
impliquant le même gène de résistance R. Le deuxième point est que ce phénomène pourrait 
conduire à l’évolution de plusieurs gènes R associés à une protéine de garde capable de reconnaître 
plusieurs protéines d’avirulence. Et enfin, différents gènes R pourraient donc être activés suite à 
l’interaction entre différents facteurs d’avirulence et une même protéine de garde, ce qui explique le 
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RPM1 absent 
Virulence chez les 
plantes ensibles 
HR. Diminution de la 
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RPM1 
Interaction compatible Interaction 
incompatible 
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Virulence chez les 
plantes ensibles 
HR. Diminution de la 
croissance bactérienne 
RPS2 
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D’après Jones et Dangl 2006 
Figure I-10 : Modèles de l’activation de deux protéines R de type NBS-LRR, par interaction 
indirecte entre un facteur d’avirulence bactérien et une protéine hôte: RIN4 
a : La protéine R, RPM1, codée par Arabidopsis thaliana confère une résistance vis-à-vis des 
souche bactériennes de Pseudomonas syringae produisant les facteurs d’avirulence AvrRpm1 
ou AvrB. Ces derniers sont des effecteurs bactériens injectés dans les cellules  végétale  grâce 
au système de sécrétion de type 3 (TTSS) et induisent la phosphorylation de RIN4, qui active 
la résistance médiée par RPM1 et induit une HR. En l’absence du gène RPM1, ces effecteurs 
bactériens jouent les rôles de facteurs de virulence en agissant vraisemblablement sur RIN4 
et d’autres cibles de l’hôte. 
b : La protéine codée par Arabidopsis RPS2, peut être activée par un facteur d’avirulence, 
AvrRpt2, une cystéine protéase capable d’éliminer RIN4 par clivage. La dégradation de RIN4 
induit l’activation de RPS2, donc une HR. En cas d’absnce de RPS2, AvrRpt2 clive RIN4 et joue 
le rôle de facteur de virulence. 
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fait que différents agents pathogènes soient capables d’induire une même réaction de défense 
(Jones and Dangl, 2006).  
Un exemple bien connu d’interaction indirecte, qui renforce donc l’hypothèse de garde, est celui 
faisant intervenir RIN4, une protéine hôte membranaire de 211 acides aminés, ciblée par au moins 
trois facteurs d’avirulence associés aux produits de deux gènes de résistance de type NB-LRR chez 
A.thaliana (Liu et al., 2009a). Deux facteurs d’avirulence, AvrRpm1 et AvrB, sont capables d’interagir 
avec RIN4 et d’induire sa phosphorylation (figure I-10) (Mackey et al., 2002). Il a été prédit que cette 
modification de RIN4 est capable d’activer la protéine de type NB-LRR appelée RPM1. Un troisième 
facteur d’avirulence, AvrRpt2, une cystéine protéase, est capable d’éliminer RIN4 par clivage au 
niveau de deux sites différents (figure I-10) (Day et al., 2005; Kim et al., 2005). Ce clivage active la 
protéine RPS2, de type NB-LRR, ce qui permet le déclenchement de la réaction de défense (figure I-
10). L’activation des protéines de résistance RPM1 et RPS2 nécessite la présence de la protéine 
NDR1, qui interagit avec RIN4 (Coppinger et al., 2004; Day et al., 2005). La protéine NDR1 est une 
protéine membranaire requise pour l’activation de la signalisation de la résistance médiée par les 
protéines de résistance de type NB-LRR chez A. thaliana (Coppinger et al., 2004). 
 
I.2.6.3 Le Decoy Model (Modèle de Leurre) 
 
Le mécanisme de perception indirecte des effecteurs proposé par le modèle de Garde 
explique comment de multiples effecteurs pourraient être perçus par une seule protéine R, 
autorisant ainsi la plante à ne posséder qu’un relativement petit répertoire de gènes R  pour cibler un 
large spectre d’agents phytopathogènes (Dangl et Jones, 2001). De manière implicite, le modèle de 
Garde sous-tend que la cible de l’effecteur, qui est gardée (également appelé guardee) est 
indispensable à la fonction de virulence de la protéine effectrice, en l’absence de protéine R lui étant 
associée. Au cours des dix dernières années, des preuves sont venues étayer le modèle de garde, 
avec la description de protéines gardées, cibles d’effecteurs bactériens. Les exemples les plus 
classiques sont les protéines de garde présumées RIN4 (figure I-10) et PBS1 chez Arabidopsis thaliana 
et RCR3 et Pto chez la tomate (Jones and Dangl, 2006). Cependant, au cours des dernières années, de 
nouvelles données se sont accumulées sur des effecteurs reconnus indirectement et sont 
incohérentes avec la description originelle du modèle de garde. Il est maintenant bien établi que de 
nombreux effecteurs d’agents pathogènes ont des cibles multiples chez l’hôte et que certaines de ces 
gardees ne sont souvent pas indispensables à la virulence de l’effecteur chez des plantes dépourvues 
du gène R associé. De nouvelles données sur AvrPto et AvrBs3 ont suscité l’apparition d’un concept 
D’après Moffett, 2009 
Co-facteur de la 
reconnaissance 
(garde/ leurre / appât) 
Transduction  
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Figure I-11 : Modèle de l’appât, déclencheur de l’activité des protéines NBS-LRR.  
A l’issue de l’étape de traduction, les protéines NBS-LRR acquièrent leur conformation grâce à 
l’intervention de protéines chaperonnes. Cette étape de structuration comprend potentiellement la 
mise en place d’interactions intramoléculaires, entre les différents domaines protéiques et la 
stabilisent dans un état d’auto-inhibition, qui semble requérir la liaison à un nucléotide (étape du 
haut). Dans de nombreux cas, la protéine de résistance se comporte comme « un piège », dont 
l’armement requiert l’interaction entre un appât (en bleu) et le domaine N-terminal de la protéine 
NBS-LRR. Dans cet état de quiescence, des interactions intramoléculaires au sein de la protéine NBS-
LRR, impliquant le domaine N-terminal, pourrait permettre à l’appât de se trouver à proximité du 
domaine LRR. Ainsi, l’appât pourrait recruter la protéine d’avirulence (Avr) et la rapprocher du 
domaine LRR (schéma de gauche). De manière alternative, la protéine Avr pourrait altérer 
physiquement la protéine appât, conduisant à une levée de l’auto-inhibition de la protéine NBS-LRR. 
Dans les deux cas, de ces évènements découlerait la perturbation, donc des changements 
conformationnels de l’interface LRR/ARC, induisant l’activation de la protéine de résistance (schéma 
du bas). Ce changement serait relayé par le domaine ARC2, en induisant un changement de l’état de 
fixation du nucléotide au sein de la poche de liaison, ce qui est supposé induire d’autres changements 
conformationnels de cette même poche, autorisant des motifs de signalisation du domaine NB à 
s’associer avec des composants de la signalisation sous-jacents (étoile rouge). De manière simultanée 
ou postérieure à la signalisation, des interactions intramoléculaires sont probablement dissociées 
puis rétablies, permettant ainsi à la protéine NBS-LRR de subir plusieurs cycles de reconnaissance et 
de signalisation ( schéma de droite). 
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selon lequel, certaines des cibles de l’hôte agissent comme des leurres pour conduire à la détection 
des agents pathogènes via les protéines R (Zhou and Chai, 2008; Zipfel and Rathjen, 2008). D’un point 
de vue évolutionnel, la cible de l’effecteur gardée se trouve dans une situation instable, puisqu’elle 
est sujette à deux forces de sélection naturelle opposées dans des populations de plantes où les 
gènes R sont polymorphes. Dans ce cas, le polymorphisme des gènes R implique l’absence ou la 
présence d’un gène R fonctionnel parmi les différents individus d’une population de plantes. Dans le 
cas de l’absence d’un gène R fonctionnel, on s’attendrait à ce que la sélection naturelle diminue 
l’affinité de liaison de la protéine gardée avec l’effecteur, de sorte à échapper à sa détection et sa 
modification par l’effecteur. Cependant, en présence d’un gène R fonctionnel, on s’attendrait à ce 
que la sélection naturelle favorise les protéines gardées présentant une affinité de liaison augmentée 
avec l’effecteur, favorisant ainsi la détection de l’agent phytopathogène. Chez la protéine gardée, ces 
deux pressions de sélection conflictuelles sur la surface d’interaction entre la protéine et l’effecteur 
résultent en une situation évolutive instable, qui pourrait s’atténuer grâce à l’évolution d’une autre 
protéine hôte, appelée « leurre » (decoy). Cette protéine  se spécialiserait dans la perception de 
l’effecteur par le gène R, mais n’aurait, elle-même, aucune fonction dans le développement de la 
maladie ou de la résistance (van der Hoorn and Kamoun, 2008; Collier and Moffett, 2009; Moffett, 
2009; Gupta et al., 2010) (figure I-11). Ainsi les leurres imitent les cibles des effecteurs pour piéger le 
pathogène dans un système de reconnaissance. Deux mécanismes évolutifs différents pourraient 
être à l’origine des leurres. Un leurre pourrait donc être le fruit de l’évolution d’une copie du gène 
cible de l’effecteur, issue d’une duplication, ou alors évoluer indépendamment, à partir d’un gène 
quelconque qui avec le temps tendrait à imiter la cible de l’effecteur (« target mimicry »). Dans les 
deux cas, le « Decoy Model » implique que la cible de l’effecteur, gardée par la protéine R est un 
leurre qui imite la cible « opérationnelle » de l’effecteur mais uniquement dans sa fonction de 
perception de l’agent pathogène, sans jamais contribuer au développement de ce dernier en 
l’absence de gène R associé. Le « Decoy Model » complexifie le système et se distingue donc du 
Modèle de Garde classique, qui lui, implique que la manipulation de la cible gardée de l’effecteur 
bénéficie au développement de l’agent pathogène en l’absence de protéine R associée (van der 
Hoorn and Kamoun, 2008; Collier and Moffett, 2009; Moffett, 2009; Gupta et al., 2010). 
Jusqu’ici, seuls des gènes de résistance dominants, appelés R ont été évoqués. Cependant, une autre 
classe de gènes intervient très largement dans la résistance vis-à-vis de certains agents pathogènes. 
Ces derniers ont besoin d’être portés à l’état homozygote par la plante hôte à laquelle ils confèrent 
une résistance dite récessive. 
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I.2.7   La résistance récessive 
 
 La résistance récessive est connue depuis longtemps et semble, être majoritaire dans la lutte 
contre les virus plutôt que contre les champignons ou les bactéries, pour lesquels la résistance est à 
caractère dominant. Parce que, la plupart du temps, les virus infectant les plantes ne codent que 
quelques protéines (de 4 à 10) et parce qu’ils recrutent de nombreux facteurs hôtes pour achever 
leur cycle de réplication, Ronald Fraser a émis en 1986 l’hypothèse selon laquelle la résistance 
récessive reposerait sur la mutation ou l’inactivation de gènes hôtes requis pour le cycle viral (Fraser, 
1986). Cette hypothèse a été confirmée lors de travaux qui ont aussi apporté des éléments de 
compréhension sur les mécanismes permettant aux virus d’infecter la plante et de se multiplier dans 
les cellules végétales (Robaglia and Caranta, 2006; Truniger and Aranda, 2009). Bien que de 
nombreux facteurs hôtes soient requis pour l’infection de la plante par le virus (Kushner et al., 2003), 
il s’avère que toutes les études menées à ce jour sur des plantes présentant une résistance récessive 
ont abouti à l’identification d’une classe unique de protéines impliquées dans ce type de mécanisme 
de résistance. Il s’agit de protéines faisant partie de la machinerie de traduction (Nieto et al., 2006; 
Robaglia and Caranta, 2006; Nieto et al., 2007; Truniger and Aranda, 2009; Piron et al., 2010). 
Les gènes de résistance récessive sont sur-représentés dans les interactions plantes-Potyvirus. Ils 
représentent plus de la moitié des gènes intervenant dans la résistance à ce genre de virus, contre 
environ 20% chez les autres genres. Les Potyvirus ont un génome ARN simple brin positif poly-
adénylé à l’extrémité 3’ et codant une protéine virale (VPg) qui coiffe l’extrémité 5’. Cet ARN est 
traduit en une polyprotéine unique qui est ensuite clivée par des protéases virales (Allison et al., 
1985; Revers et al., 1999).  
Il a été montré lors d’expériences de double hybride en levure et de liaison in vitro que le facteur 
d’initiation de la traduction eucaryote eIF4E et son isoforme eIF(iso)4E sont capables de se lier à la 
protéine VPg de plusieurs Potyvirus (Robaglia and Caranta, 2006). Le rôle clef joué par cette 
interaction, au cours du cycle viral, est conforté par la découverte qu’une mutation dans la VPg du 
Turnip Mosaic Virus, abolissant l’interaction avec eIF(iso)4E  in vitro empêche l’infection virale in 
planta (Leonard et al., 2000). Les équipes de recherche ont voulu savoir s’il existait un lien entre les 
gènes de résistance récessive naturels, déjà cartographiés et les membres de la famille d’eIF4E. Il a, 
par exemple, été mis en évidence que chez le piment, le gène de résistance pvr2 conférant une 
résistance face au virus Y de la pomme de terre correspondait à un gène de la famille d’eIF4E (Ruffel 
et al., 2002). En parallèle, le criblage d’une banque d’Arabidopsis thaliana mutagénéisée à 
l’éthylméthane- sulfonate (EMS) affectée dans la résistance au Tobacco Etch Virus (TEV) a permis 
l’identification de la protéine eIF(iso)4E. De plus, l’étude d’une lignée d’insertion de transposon dans 
Figure I-12 : Complexe d’initiation de la traduction chez les eucaryotes 
L’ARN messager coiffé est recruté par le complexe eIF4F, composé des protéines 
eIF4E et eIF4G. La protéine eIF4E lie la coiffe méthyl-guanosine de l’ARN tandis que 
la protéine eIF4G a un rôle structural et lie a la protéine eIF4E et la protéine de 
liaison à la queue poly A de l’ARN (PABP) au reste du complexe d’initiation de la 
traduction via les protéines eIF3.  
Robaglia et Caranta, 2006 
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ce gène a démontré que la présence d’eIF(iso)4E était nécessaire pour qu’une plante soit sensible au 
Turnip mosaic virus (TuMV) et au Lettuce mosaic virus (LMV) (Duprat et al., 2002; Lellis et al., 2002). 
Plus récemment, des études ont mis en évidence des mutations dans le facteur d’initiation de la 
traduction eIF4E et/ou eIF(iso)4E induisant une résistance vis-à-vis du TuMV chez le colza ou vis-à-vis 
du Pea seed-borne mosaic virus (PSbMV) chez le pois (Jenner et al., 2010; Ashby et al., 2011). 
La protéine eIF4E lie la coiffe en 5’ de l’ARN viral et joue ainsi un rôle clef dans l’initiation de la 
synthèse protéique. Cette protéine fait partie d’un complexe d’initiation de la traduction, 
comprenant d’autres protéines codées par des gènes de la même famille (figure I-12) (Huang et al., 
2010). Ce complexe permettrait la stabilisation de l’ARN viral, facilitant ainsi l’accès aux ribosomes 
pour la traduction. Un contre-exemple a failli mettre à mal cette théorie. En effet, il a pu être 
démontré chez le melon, que le locus nsv, conférant une résistance vis-à-vis du Melon necrotic spot 
virus (MNSV), un virus de la famille des Tombusviridae (du genre des Carmovirus), dont le génome 
est dépourvu de coiffe en 5’ et non polyadénylé en 3’,  correspondait à un allèle du gène Cm-eIF4E 
(Nieto et al., 2006; Nieto et al., 2007). L’absence de 5’ méthylguanosine rendait peu probable 
l’interaction entre le facteur d’initiation de la traduction eIF4E et l’ARN viral. Cependant, dans le cas 
du Satellite tobacco necrosis virus (STNV), il a pu être mis en évidence que l’extrémité 5’ de l’ARN 
viral s’associe par complémentarité à une séquence présente dans la région 3’UTR du même ARN, qui 
adopte alors une structuration en boucle nécessaire à la liaison à eIF4E et par conséquent à 
l’initiation de la traduction du génome viral (Gazo et al., 2004). Il a ainsi pu être démontré que la 
séquence de l’ARN viral du MNSV possédait les mêmes caractéristiques que celui du STNV, 
permettant la formation d’une boucle autorisant l’interaction avec Cm-eIF4E, ce qui expliquait la 
découverte d’un allèle de Cm-eIF4E impliqué dans la résistance vis-à-vis du MNSV (Nieto et al., 2006).   
Cependant, il semblerait que la protéine eIF4E ne joue pas uniquement un rôle dans la traduction de 
l’ARN viral. Cette protéine pourrait intervenir dans la réplication du génome viral. Par exemple, dans 
le modèle de réplication des Picornavirus, la protéine VPg sert d’amorce pour la synthèse du brin 
d’ARN négatif complémentaire du génome viral. La protéine eIF4E est sûrement physiquement très 
proche de la protéine de liaison à la queue poly A (PABP pour PolyA Binding Protein), grâce à son 
interaction avec la protéine eIF4G (figure I-12). Ainsi, « l’amorce VPg » serait positionnée le long de la 
queue poly A via son interaction avec la protéine eIF4E, ce qui formerait une structure en forme de 
boucle facilitant l’initiation de la réplication de l’ARN viral (Herold and Andino, 2001).  
Tous les cas de mécanismes de défense récessive étudiés semblent donc reposer sur des gènes 
codant des facteurs de traduction (Robaglia and Caranta, 2006; Truniger and Aranda, 2009). Il 
apparait donc que dans le cas d’une résistance de type récessive, lorsque les protéines de type eIF ne 
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sont pas fonctionnelles, l’interaction avec l’ARN viral est abolie, empêchant ainsi sa traduction ce qui 
induit le phénomène de résistance (Robaglia and Caranta, 2006; German-Retana et al., 2008; 
Truniger and Aranda, 2009).  
 
La grande majorité des gènes de résistance décrits à ce jour appartient à la classe des gènes R. 
Cependant, il existe des gènes, qui n’ont pas pu être intégrés à cette classification, et dont la 
présence dans une plante hôte confère une résistance. Ces gènes ont pour la plupart des spécificités 
de résistance ainsi que des modes de fonctionnement différents et sont couramment appelés 
effecteurs hôtes. 
 
I.2.8  Les protéines effectrices hôtes 
 
I.2.8.1 Tm-1/tm-1 
 
Le gène Tm-1 code une protéine de 80kDa capable de se lier aux protéines de réplication des 
Tobamovirus (126 et 183 kDa) et d’inhiber la formation des complexes de réplication virale (Ishibashi 
et al., 2007; Ishibashi et al., 2009). Le gène Tm-1 a été introduit dans les variétés de tomates cultivées 
à partir d’une espèce sauvage de tomate. Cependant, certains des cultivars sont sensibles au Tomato 
Mosaic Virus (ToMV) et  possèdent donc les allèles tm-1 du gène, qui pourtant ne sont pas des allèles 
nuls. Dans leur publication de 2009, Ishibashi et ses collègues ont caractérisé un de ces allèles, le tm-
1 GCR26 et mis en évidence qu’il code une protéine capable d’inhiber la réplication des 
Tobamovirus : Tobacco mild green mosaic virus (TMGMV) et le Pepper mild mottle virus (PMMoV). Si 
le ToMV, le TMGMV et le PMMoV peuvent tous infecter le tabac, la tomate est un « non-hôte » pour 
le TMGMV et le PMMoV. Leurs résultats suggèrent que les gènes Tm-1 et tm-1 codent des protéines 
capables de contrôler le spectre de résistance des plantes hôtes vis à vis des Tobamovirus grâce à 
leur capacité à interagir avec les protéines de réplication 126kDa et 183kDa des souches virales 
avirulentes (Ishibashi et al., 2009). Cependant, cette résistance est passive dans la nature et ne 
repose pas sur le déclenchement d’une signalisation de la défense. Néanmoins dans le cas de la 
tomate et des virus TMGMV et PMMoV, il s’agit du premier cas de résistance pouvant être considéré 
comme une résistance non hôte.  
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I.2.8.2 Les protéines PR (Pathogenesis-related proteins) 
 
Les protéines PR sont induites par l’acide salicylique (SA), via une voie dépendante de NPR-1 
durant l’attaque d’un agent pathogène, ou plus généralement, lors des interactions incompatibles, 
bien qu’elles puissent être induites lors de la réponse non nécrotique d’une plante durant l’invasion 
par un agent pathogène compatible (Whitham et al., 2003; Pruss et al., 2004; Shams-Bakhsh et al., 
2007). Les protéines PR du tabac, induites pendant la HR vis-à-vis du TMV ont été regroupées en 5 
familles, contenant chacune les isoformes basiques et acides, mais les travaux suivants sur les 
protéines PR induites chez d’autres végétaux, suite à l’attaque d’agents phytopathogènes différents, 
ont conduit à la création de 14 familles de protéines PR. La plupart de ces protéines ont des fonctions 
ou des activités connues, à l’instar de PR2, qui est une b-1,3-glucanase, PR3, -4, -8 et -11 qui sont des 
chitinases de différents types, PR-5 qui est une thaumatin-like protein, PR-6 qui est un inhibiteur de 
protéase, PR-7 qui est une endoprotéinase, PR-9 qui est une péroxydase, PR-10 qui est une 
ribonucléase et PR-12,-13 et -14 qui sont respectivement des défensine, thionine et protéine de 
transfert lipidique (Van Loon and Strien, 1999). Certaines d’entre elles ont une activité 
antibactérienne ou antifongique (Bowles, 1990). Cependant, aussi loin que l’on remonte, aucune 
d’entre elles n’a pu être associée à une activité d’inhibition de l’infection virale. Néanmoins, comme 
l’induction des protéines PR est une caractéristique de la SAR, elles sont utilisées comme marqueurs 
de ce processus et de sa mise en place.  
 
I.2.8.3 L’inhibiteur de la réplication virale (IVR) 
 
En 1981, Loebenstein et ses collègues ont mis en évidence la sécrétion par des plants ou des 
protoplastes de tabac NN infectés avec le TMV, d’une protéine inhibitrice de la réplication virale (IVR) 
(Loebenstein and Gera, 1981; Akad et al., 1999; Loebenstein, 2009; Loebenstein et al., 2010). Bien 
que l’induction de l’IVR chez Nicotiana tabacum paraissait spécifique à la fois du TMV et du gène N, il 
est apparu qu’il n’a pas une cible spécifique, puisque lorsqu’il est appliqué sur des protoplastes, des 
disques foliaires ou des plantes entières, il peut inhiber la réplication d’autres virus tels que le CMV, 
PVX et le PVY (Gera and Loebenstein, 1983; Loebenstein and Akad, 2006). Il a récemment été mis en 
évidence que l’IVR peut être induit suite à une infection par le PVY de tabac portant le génotype NN, 
mais dans une quantité moindre comparée au TMV (Rakhshandehroo et al., 2009). L’expression 
constitutive de NtIVR dans des lignées transgéniques de tabac nn confère une résistance vis-à-vis du 
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TMV, mais également vis-à-vis de Boitritis cinerea, indiquant que cette protéine de 21,6kDa possède 
de multiples fonctions. Suite à l’infection par le TMV, le tabac NN, sécrète l’IVR dans l’espace 
intercellulaire (Spiegel et al., 1989), ce qui semble écarter un rôle potentiel de facteur de 
transcription pour l’IVR. Ce site particulier d’accumulation pourrait avoir une certaine importance 
dans la résistance à B. cirenea, mais il est cependant peu probable que cela soit le cas pour les virus 
qui sont des agents pathogènes intracellulaires. Ainsi, soit une proportion faible de l’IVR reste 
intracellulaire et inhibe la réplication virale, soit une portion de l’IVR extracellulaire est réabsorbée 
par la cellule après avoir été modifiée. L’activité antivirale de l’IVR ajouté dans le milieu externe de 
protoplastes ou de disques foliaires tend à renforcer la seconde hypothèse (Loebenstein and Gera, 
1981). L’inhibition de l’accumulation du TMV dans les protoplastes indique que l’IVR fonctionne en 
inhibant la réplication virale, sans cependant exclure totalement un rôle d’inhibition de la traduction 
ou du mouvement viral. L’IVR ne possède pas d’activité RNase simple brin (Gera and Loebenstein, 
1983). Cependant l’activité RNase double brin n’a jamais été spécifiquement testée. Bien que 
l’expression du gène NtIVR est stimulée durant la réponse liée au gène N lors de l’infection par le 
TMV, elle n’est pas induite par l’application exogène de SA, mais l’est dans des plantes transgéniques 
NahG NN, incapables d’accumulées le SA (M Takeshita, J. Squires, et P. Palukaitis, données non 
publiées (Carr et al., 2010). D’un autre côté, l’inhibition de l’accumulation de l’ARNm de NtIVR dans 
des tabacs transgéniques conduit à une réduction de la SAR aussi bien lors de l’infection des feuilles 
basses par le TMV, que par l’application exogène de SA (M. Takeshita et P. Palukaitis, données non 
publiées), ce qui suggère que l’IVR est affectée par le SA. L’effet du SA sur l’IVR pourrait être indirect 
puisque le SA affecte l’expression du gène NtRDR1 et que celui-ci régule l’expression du gène NtIVR 
(Rakhshandehroo et al., 2009). Des travaux présentent le clonage d’un gène IVR-like, le clone NC330, 
à partir de Nicotiana tabacum NN (Akad et al., 2005). La séquence ainsi obtenue a été utilisée afin de 
produire des lignées de Nicotiana tabacum nn et de tomates surexpresseurs stables (Akad et al., 
2005; Loebenstein et al., 2010). Si les lignées de tabac transgéniques semblent présenter une 
résistance partielle vis-à-vis du TMV et de Boitrytis cinerea, les tomates surexpresseurs présentent 
uniquement une résistance accrue vis-à-vis de Boitrytis. Une analyse in-silico de la séquence du clone 
NC330 laisse penser que la protéine qu’il code fait partie des TPR (Tetratricopeptide repeat) 
potentiellement impliquée dans des interactions protéine/protéine (Akad et al., 2005; Loebenstein et 
al., 2010).  
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I.2.8.4 ARN-dépendante ARN-polymérase 1 
 
La RdRp1 est induite suite à une infection virale chez de nombreuses plantes (Fraenkel-Conrat, 1983, 
1986; Wassenegger and Krczal, 2006). De ce fait, elle a été très étudiée au cours des dernières 
décennies. Elle est codée par le gène dénommé RDR1 (Wassenegger and Krczal, 2006), en référence 
à son homologue le plus proche chez A.thaliana qui dénombre 6 RDRs (Yu et al., 2003). AtRdRp1, 
contrairement à AtRdRp6, n’est pas requise pour le RNA silencing, mais fonctionnerait peut être en 
utilisant ce dernier (Yu et al., 2003). Potentiellement, RdRp1 pourrait fonctionner en synthétisant un 
brin d’ARN complémentaire à celui du génome viral, masquant ainsi les motifs structurels requis pour 
l’initiation des mécanismes de réplication, de transcription ou de traduction. Le SA induit l’expression 
du gène NtRDR1 aussi bien chez les tabacs de génotype nn que NN (Xie et al., 2001; Gilliland et al., 
2003). Le silencing de NtRDR1 augmente la susceptibilité des tabacs nn vis-à-vis du TMV et du PVX 
(Xie et al., 2001), tandis que l’infection de tabacs NN par le PVY est augmentée (Rakhshandehroo et 
al., 2009). Le silencing du gène AtRDR1 chez Arabidopsis augmente l’infection par le TRV et la souche 
adaptée aux crucifères du TMV, TMV-Cg (Yu et al., 2003). Il a été mis en évidence que chez Nicotiana 
benthamiana, le gène NbRDR1 possède un intron, causant la production d’une protéine non 
fonctionnelle (Yang et al., 2004). Cette variété de tabac est hypersensible à un très grand nombre de 
phytovirus. Cela supporte d’autant plus un rôle pour RdRP1 dans la résistance aux virus. Cependant, 
l’expression constitutive du gène de Medicago truncatula, MtRDR1 chez N.benthamiana inhibe 
uniquement le développement de la maladie lors l’infection par deux Tobamovirus et non lors de 
l’infection par le PVX ou le CMV (Yang et al., 2004). De plus, chez N. glutinosa, alors que l’expression 
de NgRDR1 est stimulée par le SA, le méthyl-JA, le peroxyde d’hydrogène et par l’infection du CMV, 
PVY et du TMV, elle n’est pas stimulée par l’infection par le PVX (Liu et al., 2009b). Ainsi, non 
seulement, le gène RDR1 présente une augmentation d’expression suite à la stimulation par divers 
stress biotiques, mais il présente également une activation par les virus, dépendante de la souche 
virale et de l’espèce végétale. De plus RDR1, chez N. attenuata, est aussi impliqué dans la régulation 
des gènes de réponse au JA, tout comme dans la biosynthèse du JA et de la nicotine (Pandey and 
Baldwin, 2007; Pandey et al., 2008). Il a également été montré chez N. tabacum que RDR1 est 
impliqué dans la régulation de plusieurs gènes liés à la défense tels que viz, AOX1, ERF5, IVR et RDR6 
(Rakhshandehroo et al., 2009). Ces quelques exemples illustrent encore un peu mieux le niveau de 
complexité existant entre les différentes voies de résistance. 
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I.3 Interactions plantes-virus 
 
I.3.1 Interactions plantes-virus 
 
Chez l’homme, les virus sont responsables de plus de la moitié des maladies infectieuses 
connues, telles que la grippe, la variole, la poliomyélite ou le HIV et favoriseraient parfois l’apparition 
de certains cancers, à l’instar du virus de l’hépatite B qui serait la cause de la majorité des cancers du 
foie (Michielsen and Ho, 2011). Chez les plantes, ils sont également responsables de très nombreuses 
maladies qui détériorent la qualité, mais aussi le rendement des cultures (Gerke and Dehne, 1997). 
Le problème est, par ailleurs, beaucoup plus visible et pervers chez les plantes pérennes qui peuplent 
par exemple les vergers (Cembali et al., 2003). 
L’étude des phytovirus a donc pour objectif majeur d’améliorer les méthodes de lutte contre 
les maladies virales chez les plantes, ce qui nécessite la caractérisation de la structure des différents 
types viraux ainsi que la compréhension, à un niveau moléculaire, de leur cycle viral. Leurs modes 
d’entrée, de réplication, de mouvement au sein de la plante hôte, voire de dissémination, mais aussi 
les moyens de défense génétiques mis en place par les plantes contre les virus sont autant de points 
à étudier dans le but d’améliorer les moyens de lutte antivirale actuels. Cette partie, se focalisera 
essentiellement sur les interactions entre les virus pathogènes et leurs plantes hôtes. 
 
I.3.2  La structure virale 
 
La forme libre d’un virus est appelée virion. Il s’agit de la forme inerte qu’adopte le virus pour 
se disséminer et trouver un nouvel hôte. En effet, lors de cette phase, le virus doit pouvoir résister le 
plus longtemps possible à des conditions inhospitalières et cette forme sert de vecteur et protège le 
génome viral. Ce génome peut être constitué d’un simple ou double brin d’ARN ou d’ADN. Chez la 
plupart des virus à ARN simple brin, le génome est coiffé d’une 7-méthylguanosine au niveau de 
l’extrémité 5’ et est polyadénylé au niveau de l’extrémité 3’, structures qui participent notamment à 
la stabilisation, au transport et la traduction des ARNs (Dreher and Miller, 2006). Cette molécule est 
le support de l’information génétique codant les différentes protéines nécessaires au cycle viral et 
est protégé par une enveloppe protéique appelée la capside virale. Cette dernière est constituée 
d’un assemblage de plusieurs copies d’un ou de plusieurs types de sous-unités protéiques arrangées 
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de façon symétrique autour du génome. La forme du virion est déterminée par la structure de la 
capside, ce qui permet de faire la distinction entre deux groupes majeurs de virus : les virus à 
symétrie cubique et les virus à symétrie hélicoïdale. A l’heure actuelle, le plus petit virus connu, le 
virus delta, ne comporte qu’un seul gène et parasite le virus de l’hépatite B. Le plus gros virus connu 
est le Megavirus chilensis avec un diamètre qui atteind 440 nm et un génome codant 
potentiellement 1120 protéines (Arslan et al., 2011). Il a également été mis en évidence que des 
entités plus simples que les virus existent : les viroïdes. Il s’agit d’un brin d’ARN circulaire, non codant 
de taille comprise entre 246 et 401 nucléotides, dénué de capside, capable d’être répliqué par des 
cellules hôtes dans lesquelles ils atteignent de très hauts niveaux d’accumulation (Sanger et al., 
1976). Ces derniers peuvent être responsables de l’apparition de symptômes similaires à ceux 
rencontrés avec des phytovirus, chez les plantes infectées (Flores et al., 2005). Plusieurs hypothèses 
sont avancées quant à leur capacité à déclencher l’apparition des symptômes, telles que l’interaction 
des formes matures des viroïdes avec des facteurs hôtes (HF) via une région de l’ARN dénommée 
« virulence modulating » (VM), ou alors, l’interaction par complémentarité de séquence entre le 
viroïde et les ARN ribosomaux, interférant ainsi avec la maturation de ces ARNr, qui conduirait à un 
disfonctionnement de l’appareil de traduction cellulaire (Schmitz and Riesner, 1998; Daros and 
Flores, 2002; Flores et al., 2005). D’autres hypothèses reposent sur le fait que les viroïdes, qui ont 
une forte tendance à acquérir une structuration secondaire de type tige-boucle, pourraient être 
clivés par une protéine dicer-like et servir à la production de petits ARNs, réguler l’expression de 
gènes de la plante hôte par méthylation de l’ADN ou clivage des ARN messagers (Itaya et al., 2001; 
Flores et al., 2005; Sano et al., 2010). La majorité des phytovirus se présente sous la forme de 
bâtonnets de structure hélicoïdale et possède un génome composé d’ARN. Leur dissémination peut 
être effectuée par l’intermédiaire de vecteurs tels que les insectes, les nématodes, et parfois même 
par les graines et le pollen (Brault et al., 2010; Blanc et al., 2011). Les virus peuvent également 
pénétrer dans la plante hôte en profitant d’une blessure ou lors d’une greffe (Astier et al., 2001). La 
détection de l’intrusion d’une particule virale, par le système de veille de la plante hôte résistante, 
déclenche une réponse de défense qui va stopper l’infection à une étape précise du cycle viral. De 
cette étape va découler une gamme de phénotypes de résistance caractéristiques, bien décrite. 
 
   
Chapitre I : Introduction générale 
 
- 34 - 
 
I.3.3 Mécanismes de résistance 
 
I.3.3.1 Résistance cellulaire vis-à-vis des phytovirus 
 
La résistance cellulaire aux virus de plante est le plus souvent dénommée Résistance Extrême 
(ER). Ce type de résistance est caractérisé par une absence quasi-totale, ou du moins une incapacité 
à détecter la réplication virale dans les cellules inoculées. Le phénomène mis en jeu ne fait pas 
intervenir de phénomène de mort cellulaire. Ainsi, généralement aucune lésion nécrotique locale 
n’est visible au niveau du point d’inoculation (Fraser, 1986; Fraser, 1990 ).  
On peut par exemple citer le cas du gène Tm-1 (déjà mentionné plus haut) qui code chez la tomate 
une protéine capable de se lier aux protéines de réplication des Tobamovirus et d’inhiber ainsi la 
formation des complexes de réplication virale (Ishibashi et al., 2007; Ishibashi et al., 2009). Ce gène 
de résistance, qui n’a rien en commun avec ceux codant des protéines de type NB-LRR, est exprimé 
constitutivement dans toute la plante et ne va pas déclencher de mécanisme actif de résistance suite 
à l’entrée d’un virus dans une cellule de l’hôte. Ce mécanisme diffère donc de celui qui est mis en 
œuvre par les gènes Rx et Ry conférant respectivement une résistance au virus X et au virus Y de la 
pomme de terre (Solomon-Blackburn and Barker, 2001). En effet, ces deux gènes sont capables 
d’induire la perception  très spécifique de l’entrée d’un virus dans une seule cellule et d’y déclencher 
une réponse active conduisant à l’arrêt de la réplication virale avant la mise en place du mouvement 
cellule à cellule du virus. Des expériences d’inoculations de protoplastes ont pu mettre en évidence 
que cette résistance n’implique pas le déclenchement d’une mort cellulaire programmée chez les 
cellules résistantes inoculées (Bendahmane et al., 1995). Une résistance similaire est déclenchée par 
la réplicase du Potato leaf roll virus (PLRV), chez le cultivar Russet Burbank. Cependant le gène de 
résistance associé à ce phénotype n’a pas encore été cloné (Thomas et al., 2000). 
La résistance extrême peut également être le fruit d’une résistance passive, comme c’est le cas chez 
Arabidopsis, avec les mutants homozygotes pour les gènes Tom1 et Tom2A qui présentent une 
résistance à l’accumulation du Tobacco mosaic virus (TMV) dans une seule cellule (Ishikawa et al., 
1991; Ishikawa et al., 1993). Le gène Tom1 code une protéine transmembranaire, du tonoplaste, 
capable d’interagir avec le domaine hélicase de la réplicase des Tobamovirus (Yamanaka et al., 2000). 
La protéine TOM2A possède la même localisation et interagit avec TOM1 (Ohshima et al., 1998; 
Tsujimoto et al., 2003). Ces deux protéines semblent être des composants majeurs du complexe de 
réplication des Tobamovirus (Hagiwara et al., 2003). Leur mutation, impacterait leur rôle au sein de 
ce complexe et causerait le blocage de la réplication virale. Comme dans le cas des gènes de 
   
Chapitre I : Introduction générale 
 
- 35 - 
 
résistance codant des facteurs d’initiation de la traduction tels qu’eIF4E, la résistance médiée par les 
gènes Tom est dite récessive. 
 
I.3.3.2 Résistance au mouvement viral  intercellulaire 
 
Il a été mis en évidence qu’après la pénétration d’une particule virale dans une cellule hôte sensible, 
le virus se multiplie dans cette unique cellule. Ce n’est qu’après cette phase de multiplication au 
niveau du site initial d’infection, qu’il va tenter de coloniser les cellules adjacentes et éventuellement 
infecter l’ensemble de la plante, on parle alors d’infection systémique (Nishiguchi et al., 1978 ; 
Nishiguchi et al., 1980). L’une des réponses majeures, mise en œuvre par la plante suite à la 
perception de l’entrée d’un virus, autorise ce dernier à se multiplier au niveau du site initial 
d’infection, mais restreint l’infection à cette seule cellule. L’infection est alors dite subliminale 
comme cela a été observé chez le coton (Sulzinski and Zaitlin, 1982). Comme lors des phases de 
réplication et de traduction, le mouvement viral intra et intercellulaire nécessite la fonction de 
facteurs hôtes et de protéines virales (Carrington et al., 1996; Lazarowitz, 1999; Lazarowitz and 
Beachy, 1999). La résistance au mouvement viral peut alors être récessive, et reposer sur un défaut 
d’interaction entre l’un des facteurs hôtes et un facteur viral, interaction cruciale pour le mouvement 
cellule à cellule. C’est le cas, par exemple, chez les plants d’Arabidopsis portant les mutations cum1 
et cum2, qui, à l’état homozygote, inhibent fortement le mouvement du CMV (Cucumber mosaic 
virus) (Yoshii et al., 1998a, b). Dans des protoplastes issus de plantes ayant ce génotype, l’ARN viral 
ainsi que les différentes protéines du CMV s’accumulent au même niveau que chez une plante 
sauvage, à l’exception de la protéine 3a requise pour le mouvement cellule à cellule et dont 
l’accumulation est fortement réduite. Une stratégie de clonage positionnel a permis de mettre en 
évidence que les gènes cum1 et cum2 codent respectivement les facteurs d’initiation de la traduction 
4E et 4G (Yoshii et al., 2004). Un phénomène similaire a déjà pu être observé chez le piment où le 
gène de résistance pvr2, correspondant à un allèle muté du gène codant eIF4E confère une 
résistance vis-à-vis du PVY (Ruffel et al., 2002; Ruffel et al., 2006). Dans ce cas, l’accumulation virale 
est identique dans des protoplastes issus de variétés résistantes ou susceptibles, la résistance est 
donc associée à une inhibition du mouvement cellule à cellule (Arroyo et al., 1996). Le rôle d’eIF4E 
dans le mouvement cellule à cellule pourrait être lié à des interactions entre le cytosquelette et la 
machinerie traductionnelle, résultant de sa forte affinité pour eIF4G, connu pour se lier aux 
microtubules (Bokros et al., 1995). De plus, les Potyvirus ne codent pas de protéines de mouvement 
(MP), mais cette fonction de mouvement cellule à cellule a pu être attribuée à d’autres protéines 
virales telles que la protéine d’inclusion cylindrique (CI), la protéine de capside (CP), la HC-pro 
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(Helper Component protease) ou encore la VPg (Cronin et al., 1995; Schaad and Carrington, 1996; 
Schaad et al., 1996; Carrington et al., 1998). Il a été montré pour le Turnip mosaïc virus (TuMV) que la 
VPg-pro est située in planta dans des structures subnucléaires et peut interagir avec eIF(iso)4E 
(Beauchemin et al., 2007). Cette localisation subnucléaire pourrait jouer un rôle dans le mouvement 
cellule à cellule, tel que cela a pu être décrit pour les Umbravirus, pour lesquels la localisation dans 
de petites structures subnucléolaires, puis nucléolaire de la protéine de transport est requise pour la 
formation des particules ribonucléoprotéiques virales nécessaires au mouvement longue distance et 
la systémie de l’infection (Kim et al., 2007).  
Un autre type de résistance au mouvement viral intercellulaire a été mis en évidence chez les 
Solanacea. Celle-ci diffère des précédentes par le fait qu’elle ne résulte pas d’une perte d’interaction 
entre un facteur hôte et une protéine virale, mais de l’interaction entre une protéine hôte, la 
REMORINE et une protéine de mouvement du PVX : TGB1 (Raffaele et al., 2009). La REMORINE est 
localisée majoritairement dans les radeaux lipidiques au niveau de la face cytosolique de la 
membrane plasmique mais s’accumule également fortement au niveau des plasmodèsmes (Raffaele 
et al., 2009 a et b). Cette dernière, ancrée dans la membrane plasmique au niveau de son extrémité 
C-terminale, serait capable de lier et potentiellement de séquestrer la protéine TGB1, qui coiffe le 
complexe ribonucléoprotéique nécessaire au mouvement cellule du PVX via les plasmodesmes 
(Raffaele et al., 2009b; Raffaele et al., 2009a; Perraki et al., 2012). Dans ce cas, le mouvement viral 
est d’autant plus réduit que le niveau d’accumulation de la REMORINE est élevé. 
 
Le mouvement cellule à cellule des virus peut également être inhibé, non pas par un autre 
mécanisme passif résultant de la perte de fonction d’un facteur hôte nécessaire au cycle viral mais 
par la mise en place rapide d’une réponse de défense de la plante qui va restreindre très fortement 
la propagation du virus. Il s’agit d’une réponse induite, qui fait intervenir les gènes de résistance R et 
qui va conduire après la perception d’un virus au déclenchement d’une réponse hypersensible 
(section I.2.1). Il s’agit là du mécanisme de résistance le plus répandu. Ce dernier fait intervenir un 
phénomène de mort cellulaire programmé, qui retire au virus les cellules hôtes dont il a besoin pour 
accomplir son cycle viral. On peut citer de nombreux exemples tels que le gène HRT, qui confère à 
Arabidopsis une résistance vis-à-vis du Turnip crinkle virus (TCV) (Cooley et al., 2000), Y-1 qui confère 
à la pomme de terre une résistance vis-à-vis du potato virus Y (PVY) (Vidal et al., 2002) ou encore le 
gène RCY1, conférant une résistance au Cucumber mosaic virus (CMV) chez A.thaliana (Takahashi et 
al., 2002; Sekine et al., 2008). 
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I.3.3.3 Résistance aux mouvements longue distance 
 
Pour une grande majorité des virus, la dissémination de plante à plante repose sur 
l’intervention de vecteurs vivants. En effet, les insectes de types piqueurs-suceurs, tels que les 
cicadelles, les aleurodes ou les pucerons, sondent les feuilles à la recherche de vaisseaux conducteurs 
de sève. Lors de ce processus la majorité des virus, la plus malchanceuse, va se retrouver dans des 
cellules de l’épiderme et va, via le mouvement cellule à cellule, atteindre le phloème tandis que 
d’autres vont être relargués directement dans les tissus conducteurs. Dans la majorité des cas, pour 
atteindre la sève élaborée qui le transportera des organes sources vers les organes puits (Turgeon, 
1989), le virus doit traverser les cellules parenchymateuses des vaisseaux, pour atteindre les cellules 
compagnes puis les cellules des éléments de tubes criblés, où il est susceptible d’emprunter le flux de 
sève pour atteindre les parties distales de la plante. Il a pu être constaté que la résistance au 
mouvement longue distance correspond souvent à une inhibition de l’entrée du virus dans le 
complexe cellule compagne-élément du tube criblé dans la feuille inoculée, et/ou à sa sortie au 
niveau du complexe cellule du tube criblé-cellule compagne au niveau des feuilles puits (Rajamaki 
and Valkonen, 2002; Acosta-Leal and Xiong, 2008). Cependant, dans la plupart des cas, le mécanisme 
interférant avec la translocation ou la destruction du virus au sein des cellules du phloème reste 
inconnu, mais quelques gènes intervenant dans l’inhibition du mouvement vasculaire de virus ont pu 
être identifiés. On peut citer le cas du système RTM (restricted TEV movement), qui, chez 
Arabidopsis, illustre bien ce type de résistance. Ce système fait intervenir au moins trois gènes, 
dénommés RTM1, 2 et 3 conférant une résistance au mouvement systémique de plusieurs virus 
appartenant au genre de Potyvirus tels que le TEV, le Lettuce mosaic virus (LMV) et le Plum pox virus 
(PPV) (Mahajan et al., 1998; Whitham et al., 1999; Chisholm et al., 2001). Ces trois gènes semblent 
fonctionner de manière interdépendante, puisqu’une mutation dans n’importe lequel de ces trois 
gènes abolit la résistance au mouvement longue distance du virus (Whitham et al., 1999). Ils sont 
majoritairement exprimés dans les tissus vascularisés et agiraient au niveau des tissus constituant le 
phloème (Chisholm et al., 2001). Les trois gènes ont pu être clonés ; RTM1 code une protéine 
appartenant à la famille des jacalines, RTM2 une protéine comportant un domaine 
transmembranaire et un petit domaine d’homologie aux Heat Shock Protein (HSP), tandis que RTM3 
code une protéine appartenant à la nouvelle famille des MATH (meprin and TRAF homology domain-
containing protein) (Chisholm et al., 2000; Whitham et al., 2000; Cosson et al., 2010). Le mécanisme 
exact gouvernant cette résistance n’a pas encore été identifié. Cependant, il a pu être mis en 
évidence grâce à des expériences de double hybride en levure et de BiFC que les protéines RTM1 et 
RTM3 sont capables d’interagir ensemble et que RTM3 a la capacité de s’homodimériser (Cosson et 
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al., 2010). Il a également été mis en évidence que cette résistance peut être contournée par 
l’apparition d’une mutation dans la partie N-terminale de la CP du PPV (Decroocq et al., 2006; 
Decroocq et al., 2009). Plusieurs hypothèses ont été formulées concernant le mécanisme de 
résistance mis en jeu (Cosson et al., 2010). Un complexe multiprotéique pourrait par exemple 
interagir avec le domaine N-terminal de la CP du virion ou de la forme ribonucléoprotéique du virus 
et donc séquestrer ce dernier dans les cellules du phloème. D’autres modèles alternatifs sont 
également envisagés. Les protéines RTM pourraient interagir avec des facteurs ou des structures 
cellulaires nécessaires au mouvement longue distance des Potyvirus, les empêchant ainsi de jouer 
leur rôle dans ce processus. L’hypothèse a été émise que les protéines RTM pourraient être 
nécessaires à l’activation d’une réponse antivirale déclenchée suite à la reconnaissance d’un facteur 
d’avirulence : la CP. Pour finir, il ne peut toujours pas être exclu qu’un complexe protéique potentiel 
contenant les trois facteurs RTM ait une activité catalytique capable de dégrader la forme du 
Potyvirus adaptée au mouvement longue distance (Cosson et al., 2010). 
D’autres études suggèrent que le RNA silencing (déjà décrit dans le paragraphe I.1.6.3) serait assez 
largement impliqué dans la restriction du mouvement longue-distance de certains virus. Cela a pu 
par exemple être constaté chez des tabacs transgéniques, chez qui, l’expression d’une forme 
tronquée du gène codant la réplicase du Cucumber mosaic virus confère une résistance vis-à-vis de 
ce même virus et d’autres souches virales, en inhibant leur entrée dans le phloème (Roossink and 
Palukatis, 1990; Anderson et al., 1992; Zaitlin et al., 1994; Wintermantel et al., 1997). Il a également 
été démontré que la CP du Turnip crinkle virus (TCV) qui comporte une activité de suppresseur de 
silencing est nécessaire pour protéger l’ARN viral au cours de son entrée dans le phloème chez 
Arabidopsis (Cao et al., 2010). Ces exemples laissent penser que la défense antivirale basée sur le 
RNA-silencing serait particulièrement active dans les cellules du phloème (Marathe et al., 2000). 
Cette constatation est renforcée par le fait que les Luteovirus, qui ne colonisent que les cellules du 
phloème et y sont directement introduits par leur vecteur, codent des suppresseurs de silencing 
cruciaux pour la multiplication virale dans le phloème et le mouvement systémique (Eskandari et al., 
1979 ; Pfeffer et al., 2002; Csorba et al., 2010; Vuorinen et al., 2011)  
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Figure I-13 : Représentation schématique du virion et de l’organisation du génome du 
virus X de la pomme de terre 
a : Représentation de l’ARN viral du PVX, encapsidé dans un polymère de protéines de 
capside (CP). 
b : Représentation schématique de l’ARN génomique du PVX et des 5 phases ouvertes de 
lecture qu’il comporte, codant la réplicase virale (RdRp), les trois protéines de 
mouvement TGB1 à 3 et la protéine de capside (CP). Les deux principaux ARN 
subgénomiques sont également représentés. 
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I.3.4 Le pathosystème PVX / Rx 
 
I.3.4.1 Structure 
 
Le virus X de la pomme de terre (PVX) appartient au genre des Potexvirus, l’un des genres de 
la famille des Flexiviridae (Adams et al., 2004; Martelli et al., 2007). Les membres de cette famille 
sont caractérisés par des virions flexibles à symétrie hélicoïdale, de forme filamenteuse, d’environ 
470 à 580 nm de longueur. Leur capside est constituée de sous unités composées d’une seule 
protéine (CP), dont le poids moléculaire varie de 21 à 41 kDa. Les Potexvirus ont un génome 
constitué d’un unique brin d’ARN positif d’une longueur comprise entre 6 et 9 Kb, possédant cinq 
phases ouvertes de lecture (ORF, pour Open Reading Frame) (figure I-13). A l’extrémité 5’, ce brin 
d’ARN comporte une coiffe méthylguanosine, tandis qu’il est polyadénylé à l’extrémité 3’ (Huisman 
et al., 1988; Huang et al., 2004). La première ORF code une réplicase. La région centrale du génome 
de PVX code quant à elle trois ORF chevauchantes appelées le « triple-gene block » (TGB). Les trois 
protéines codées sont nécessaires pour la réplication, le déplacement cellule à cellule du virus 
(Chapman et al., 1992; Atabekov et al., 2001; Ju et al., 2005; Verchot-Lubicz, 2005; Karpova et al., 
2006a). La dernière ORF code la protéine de capside qui est requise pour la formation des virions et 
le déplacement de cellule à cellule (Huisman et al., 1988; Martelli et al., 2007; Verchot-Lubicz et al., 
2007). Les caractéristiques du génome du PVX sont présentées dans la figure I-13 .   
 
I.3.4.2 Le cycle viral 
 
Les Potexvirus sont très étudiés puisqu’ils s’attaquent plus particulièrement aux Solanaceae 
tels que la pomme de terre, la tomate, le piment, le tabac, l’aubergine…, qui sont des espèces 
cultivées très importantes. L’un des enjeux majeurs consiste donc non seulement à découvrir les 
mécanismes d’infection qu’ils mettent en œuvre mais aussi les mécanismes de résistance mis en 
place par la plante, de sorte à pouvoir créer des variétés de plantes qui pourraient être résistantes à 
plusieurs agents pathogènes. Les Potexvirus constituent donc un très bon modèle d’étude des 
mécanismes de réplication des virus ainsi que des mécanismes de transport viral in planta conduisant 
à la systémie.  
Des progrès ont été réalisés dans l’étude du cycle viral des Potexvirus. Il a été montré pour le PVX, 
que la décapsidation, première étape se déroulant après l’entrée du virus dans la cellule hôte, est 
   
Chapitre I : Introduction générale 
 
- 40 - 
 
permise suite à la phosphorylation des protéines de capside virale (Lecours et al., 2006). Cette 
phosphorylation déstabiliserait la capside, constituée de plusieurs CP, ce qui conduirait à un 
désassemblage de ces CP. Une fois cette étape réalisée, la réplication et la traduction du génome 
viral peuvent avoir lieu. L’initiation de la traduction du génome viral nécessiterait l’interaction entre 
la protéine de mouvement TGBP1 et la CP qui coiffe les « virus-like particules » (Zayakina et al., 
2008). La réplication nécessite quant à elle l’intervention de la réplicase virale qui est codée par le 
génome des Potexvirus et synthétisée grâce à la machinerie cellulaire de l’hôte. Chez le PVX cette 
réplicase possède trois activités connues à ce jour : une activité méthyltransférase, hélicase et ARN 
polymérase. Il semblerait qu’elle possède un domaine d’ancrage aux membranes cellulaires et soit 
ainsi associée au réticulum endoplasmique, par conséquent, siège de la réplication virale (Doronin 
and Hemenway, 1996; Plante et al., 2000; Bamunusinghe et al., 2009). Il a également été montré que 
des structures portées par le génome viral sont nécessaires à l’étape de réplication (Kim and 
Hemenway, 1996; Miller et al., 1998; Miller et al., 1999). C’est le cas de deux structures tige-boucle 
nommées 5’SL1 et 5’SL2 (pour « stem-loop ») situées dans les 182 premiers nucléotides de 
l’extrémité 5’ du génome. Chez le PVX, la région 5’ non traduite (UTR) s’étend sur les 84 premiers 
nucléotides. La première structure tige-boucle chevauche cette UTR ainsi que le début de l’ORF 
codant la réplicase. Elle semble être essentielle à la réplication du génome viral (Miller et al., 1998; 
Miller et al., 1999; Kwon and Kim, 2006), au mouvement de cellule à cellule ainsi qu’à l’assemblage 
des virions (Kwon and Kim, 2006). En effet, l’intégrité de la 5’SL1 est essentielle à la synthèse du brin 
d’ARN viral positif. Chez les Potexvirus, l’expression des gènes du TGB (triple gene block) et de la CP 
nécessite la synthèse de trois ARNs subgénomiques et il semblerait, qu’une fois les ARNs 
subgénomiques synthétisés, la protéine de capside puisse se lier à la 5’SL1, empêchant ainsi la 
fixation des facteurs hôtes et de la réplicase virale, pour permettre le transfert du brin d’ARN dans la 
cellule adjacente. D’autre part, la 5’SL1 pourrait réguler la production de la CP en se fixant 
directement par complémentarité de séquence sur des éléments des promoteurs des ARNs 
subgénomiques (Kim and Hemenway, 1999). 
 
I.3.4.3 L’assemblage des virions 
 
D’autres domaines en cours d’exploration sont l’assemblage des virions ainsi que le 
mouvement du virus de cellule à cellule. Des expériences d’assemblage in vitro et des techniques de 
spectroscopie ont été utilisées pour mieux caractériser les virions des Potexvirus, PVX et Narcissus 
Mosaic Virus (NMV). Il est apparu que la capside de ces deux Potexvirus possède une proportion de 
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40% d’hélice α, 5% de feuillets β et 55% de structures enroulées (Homer and Goodman, 1975; 
Baratova et al., 1992b; Baratova et al., 1992a). Les expériences de production in vitro de protéine de 
capside de PVX, chez E.coli, ont permis de montrer que les CP s’assemblent d’abord pour former des 
disques hélicoïdaux et qu’une fois que la quantité de disque est suffisante dans le milieu, ces derniers 
s’assemblent pour former des particules virales vides (Tremblay et al., 2006; Atabekov et al., 2007) . 
Une quantité seuil de CP, et sûrement d’ARN génomique viral semble être requise pour qu’il y ait 
formation des virions. Il a également été montré que la partie N-terminale de la CP, ainsi que la 
structuration secondaire de l’ARN viral étaient nécessaires au déclenchement de l’assemblage des 
virions (Chapman et al., 1992; Kwon et al., 2005; Lukashina et al., 2012). C’est le cas par exemple de 
la 5’SL1 qui doit agir comme un site d’initiation de l’assemblage (Kwon et al., 2005). 
 
I.3.4.4 Le mouvement du virus dans la plante 
 
Une théorie assez récente tente d’expliquer le mouvement de cellule à cellule des Potexvirus. 
Il est connu que les protéines de mouvement viral du TGB ont la capacité de dilater les 
plasmodesmes, permettant ainsi le passage du virus d’une cellule à une autre (Morozov and 
Solovyev, 2003; Verchot-Lubicz, 2005; Lucas, 2006). La protéine TGB1 et les CP se complexeraient 
avec l’ARN viral, et ce complexe serait capable de voyager à travers les plasmodesmes en 
interagissant avec des protéines de l’hôte capables de déclencher l’élargissement des plasmodesmes 
(Mekuria et al., 2008; Schonknecht et al., 2008). Ce complexe ribonucléoprotéique serait conduit 
jusqu’aux plasmodesmes en interagissant avec des vésicules du réticulum endoplasmique rugueux 
(RER) dans la membrane desquelles auraient été incorporées les protéines TGB2 et TGB3 (Howarda 
et al., 2004; Ju et al., 2005; Karpova et al., 2006b; Ju et al., 2007; Samuels et al., 2007; Bamunusinghe 
et al., 2009). Ces vésicules transiteraient du RE jusqu’aux plasmodesmes en se déplaçant le long des 
filaments d’actine du cytosquelette. Ainsi, lors de son entrée dans la plante par des brèches dans la 
paroi cellulaire des cellules épidermiques, ce mécanisme lui permettrait de se déplacer de cellule-à-
cellule, via le mésophyle, le parenchyme palissadique, avant d’atteindre le faisceau cribro-vasculaire, 
contenant le phloème. L’étape suivante d’exportation du complexe ribonucléoprotéique à longue 
distance, via le phloème, requiert la protéine TGB1p et la protéine de capside  (Roberts et al., 1997). 
Cependant, les étapes impliquées dans les phénomènes d’entrée/sortie des virus des tubes criblés 
restent à éclaircir, même si récemment il a pu être mis en évidence, que ces derniers semblent 
dépendre de protéines codées par le virus, capables d’inhiber au moins partiellement la protéolyse 
dans les cellules adjacentes aux cellules compagnes(Mekuria et al., 2008).  
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I.3.5  Caractéristiques de la CP du PVX 
 
Il a été montré au cours de l’étude du pathosystème formé par le PVX et le gène de 
résistance qui lui est associé Rx, que chez le PVX mais aussi chez d’autres Potexvirus, la protéine de 
capside est l’éliciteur de la réaction de défense médiée par le gène de résistance (Bendahmane et al., 
1995; Baures et al., 2008). L’expérience qui a permis, dans un premier temps, de le montrer a 
consisté à inoculer des protoplastes de pomme de terre portant le gène de résistance avec le 
Tobacco Mosaic Virus (TMV) chez lequel l’ORF codant la CP du TMV a été remplacée par celle de PVX. 
La souche de TMV utilisée, connue pour ne pas déclencher la réaction de défense chez les plantes 
exprimant Rx, devenait alors capable d’éliciter la réaction. De plus, ces manipulations ont permis de 
montrer qu’un fragment, contenu entre les sites de restriction StuI et HpaI du gène codant cette CP, 
permettait de produire un fragment protéique de 116 acides aminés capable d’initier la résistance 
(Bendahmane et al., 1995). Il a aussi été montré que les acides aminés en position 121 et 127 de la 
CP jouent un rôle important dans le déclenchement de la réponse de défense (Kavanagh et al., 1992; 
Goulden et al., 1993; Querci et al., 1993). En effet, deux souches naturelles du PVX, l’une avirulente, 
PVXCP4, et l’autre virulente, PVXHB, possédant des séquences de CP différant par 77 nucléotides 
résultant en une différence de seulement 7 acides aminés, ont été étudiées. L’étude portait plus 
précisément sur la région comprise entre les nucléotides 5837 et 6066 du génome viral 
(correspondant au fragment HpaI-StuI cité précédemment) et il s’est avéré que dans ce fragment, 
seuls les acides aminés aux positions 121 et 127 différaient entre les deux souches (Goulden et al., 
1993; Kohm et al., 1993). De plus il a été montré que la différence à ces deux positions expliquait la 
différence d’accumulation d’ARN viral observée entre ces deux souches chez des plantes ou des 
protoplastes de pomme de terre exprimant Rx (Goulden et al., 1993; Bendahmane et al., 1995). Ces 
deux souches portent aux positions 121 et 127 les acides aminés TK (thréonine et lysine) et KR (lysine 
et arginine) respectivement (Goulden et al., 1993). Ainsi ces acides aminés doivent jouer un rôle 
important dans l’interaction entre le produit du gène de résistance Rx et l’éliciteur viral de la 
réaction, qui est la CP. D’après la modélisation tridimensionnelle la plus récente de la CP de PVX, il 
semblerait que les acides aminés en position 121 et 127  appartiennent tous les deux à l’hélice α5 
(Nemykh et al., 2008). La région dans laquelle se trouvent ces deux acides aminés ne semble pas être 
située à la surface du virion (Baratova et al., 1992b; Nemykh et al., 2008; Lukashina et al., 2009; 
Lukashina et al., 2012). Cependant, il serait peu probable que ces deux acides aminés soient 
directement reconnus par le produit du gène de résistance s’ils ne se trouvent pas à la surface. Mais 
ils pourraient jouer un rôle structural, permettant l’exposition d’une structure particulière reconnue 
par le produit du gène de résistance. 
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I.3.6 Le gène de résistance Rx 
 
I.3.6.1.1 Caractéristiques structurales 
 
Le gène Rx a été introgressé dans des variétés communes de pomme de terre (Solanum 
tuberosum) à partir de deux variétés : S. andigena et S. acaule. Il confère une résistance à la plupart 
des souches du potato virus X isolées (Cockerham, 1970).Deux loci différents confèrent la résistance 
à PVX. Le premier, Rx1, provenant de la variété S. andigena, a été cartographié sur le chromosome XII 
et le second, Rx2 provenant de la variété S. acaule, sur le chromosome V de la pomme de terre 
(Ritter et al., 1991; Bendahmane et al., 1999; Bendahmane et al., 2000). Ces deux loci ségrègent 
chacun comme un locus dominant. Le gène Rx fait partie des gènes de résistance de classe 2, le 
groupe le plus important de gènes R (Dangl and Jones, 2001; Martin et al., 2003). En effet, ce gène 
comportant trois exons code une protéine de type CC-NB-LRR, qui comme son nom l’indique, est 
composée notamment d’un domaine NBS impliqué dans la liaison à l’ATP et d’un domaine LRR 
impliqué dans les interactions protéine-protéine (Jones and Jones, 1997). La protéine RX est une CC-
NBS-LRR composée de 937 acides aminés et d’une masse moléculaire de 107,5 kDa (Bendahmane et 
al., 1999). 
 
I.3.6.1.1.a Le domaine N-terminal : 
 
Les membres de la classe 2 des protéines R, à laquelle appartient RX, comportent au niveau 
de leur extrémité N-terminale un domaine leucine-zipper (LZ) ou un domaine coiled-coil (CC) d’où le 
nom donné à ces protéines  CC-NBS-LRR ou tout simplement non-TIR-NBS-LRR. En effet, nombre de 
protéines ne possède pas un domaine N-terminal ne coïncidant pas avec la définition de CC des 
logiciels de prédiction de structure car seuls quelques motifs sont largement conservés au sein de ce 
domaine, à l’exception du motif EDVID qui est présent dans la plupart des domaines CC caractérisés à 
ce jour (Rairdan et al., 2008; Mazourek et al., 2009). Traditionnellement, l’extrémité N-terminale des 
NBS-LRR de plantes a été associée à un domaine intervenant dans la signalisation de la résistance à 
cause des similitudes qu’elle présente avec certaines protéines animales impliquées dans l’apoptose 
ou l’immunité innée (Rairdan and Moffett, 2007). En effet, il s’avère que dans plusieurs cas tels que 
celui du gène de résistance L, une résistance du lin vis-à-vis de Melampsora lini, la surexpression du 
domaine TIR seul permet d’induire la signalisation de la défense (Frost et al., 2004; Swiderski et al., 
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2009). Cependant, une telle fonction n’a jamais pu être attribuée à un domaine CC, et des 
publications récentes tendent à lui attribuer un rôle dans la  spécificité de reconnaissance de 
l’éliciteur (Rairdan et al., 2008).  
 
I.3.6.1.1.b Le domaine NBS 
 
Le domaine NBS est l’un des domaines les plus couramment identifiés parmi les protéines 
intervenant dans la signalisation de la résistance : les NBS-LRR. Cependant, le domaine NBS est 
composé de deux sous domaines distincts présentant également une grande homologie avec 
d’autres protéines animales et végétales : le domaine NB et le domaine ARC (en référence aux 
protéines Apaf-1, R et CED-4), lui-même divisible en deux parties structurellement et 
fonctionnellement distinctes : ARC1 et ARC2 (Albrecht and Takken, 2006; Rairdan and Moffett, 2006). 
Le domaine NBS est donc souvent appelé domaine NB-ARC (van der Biezen and Jones, 1998). Ce 
dernier contient une poche fonctionnelle, de liaison à des nucléotides et est donc capable de lier et 
d’hydroliser l’ATP (Tameling et al., 2002). Il comporte de multiples motifs peptidiques conservés 
parmi les protéines membres de la classe des STAND (Signal Transducing ATPases with Numerous 
Domains). On peut ainsi citer le domaine P-loop (Walker A ou kinase1a), le domaine kinase2 (Walker 
B), respectivement impliqués dans la liaison de l’ATP (Tameling et al., 2002) et la gestion des ions 
Mg2+ au niveau du site catalytique, nécessaires à l’hydrolyse de l’ATP (McHale et al., 2006). Les 
domaines kinase3, RNBS-A, B, D, le domaine GxP du domaine ARC1, ou encore le motif MHDV du 
domaine ARC2, dont on suppose qu’ils sont impliqués dans la liaison et /ou l’hydrolyse de l’ATP, 
jouent un rôle majeur dans l’activation de la protéine RX. En effet, de nombreuses mutations dans 
ces domaines abolissent la fonction des protéines R suggérant ainsi leur importance cruciale (Dinesh-
Kumar et al., 2000; Tao et al., 2000; Tornero et al., 2002a). Chez la protéine RX, il a pu être mis en 
évidence que certaines mutations dans le domaine RNBS-D inactivent la protéine, tandis que d’autres 
mutations dans ce même domaine ou dans le motif MHDV conduisent à l’obtention de formes 
autoactives de la protéine (Bendahmane et al., 2002). 
 Le domaine NB-ARC contient un certain nombre de motifs conservés, de fonction inconnue, mais qui 
pourraient être impliqués dans l’initiation de la transduction du signal après l’activation de la 
protéine de résistance, puisqu’il a été observé chez la protéine RX que la surexpression du seul 
domaine NB est capable de déclencher la réponse de résistance (Rairdan and Moffett, 2007; Rairdan 
et al., 2008). 
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I.3.6.1.1.c Le domaine LRR 
 
Le domaine C-terminal des protéines de type NBS-LRR est constitué de la répétition de motifs 
individuels, de séquence consensus LxxLxxLxxLxLxx(N/C/T)x(x)LxxIPxx, dont la structure et le nombre 
varie grandement au sein des différentes familles (Jones and Jones, 1997; Tamura and Tachida, 
2011). Il semblerait que le domaine LRR soit une plateforme d’interaction protéine/protéine. Ce 
dernier serait majoritairement responsable de la spécificité de reconnaissance entre une protéine de 
type NBS-LRR et le facteur d’avirulence reconnu. Cette hypothèse est soutenue par des expériences 
de mutagénèse aléatoire du domaine LRR de Rx, qui ont permis d’élargir le spectre des souches 
virales du PVX reconnues, en générant une résistance fonctionnelle contre la seule souche virulente 
naturelle du PVX connue : PVXHB (Farnham and Baulcombe, 2006). De plus, les variants alléliques 
codant les protéines de résistance L5, L6 et L7 contre la rouille du lin, interagissent avec des versions 
spécifiques de la protéine Avr567 en levure et cette discrimination est déterminée par le domaine 
LRR (Dodds et al., 2006; Ellis et al., 2007). Les importantes variations de structure entre les domaines 
LRR au sein des différentes familles de NBS-LRR, permettraient d’accroitre la gamme de facteurs 
d’avirulence spécifiquement reconnus. En effet, il a pu être constaté que la séquence primaire des 
domaines LRR subit une très forte diversification, puisque le nombre de substitutions non synonymes 
est plus élevé que le taux de substitutions synonymes (Botella et al., 1998; McDowell et al., 1998; 
Meyers et al., 1998; Noel et al., 1999; Mondragon-Palomino et al., 2002). De plus, cette sélection 
divergente tend à être prédite au niveau des résidus exposés au solvant, ce qui conforterait l’idée 
que ce domaine est impliqué dans la spécificité de reconnaissance. L’interaction directe entre le 
domaine LRR de la protéine de résistance Pi-Ta et la protéine d’avirulence qui lui est associée a pu 
être observée en double hybride en levure et en test de liaison in vitro (Jia et al., 2000).  
Dans le cas de la protéine RX, ce domaine participerait de manière prédominante dans la spécificité 
de reconnaissance des différentes souches virales du PVX, car lors d’une expérience d’évolution 
artificielle impliquant une mutagénèse aléatoire de ce domaine LRR, certains des nouveaux variants 
obtenus étaient capables de reconnaître et de déclencher une résistance vis-à-vis de la seule souche 
naturelle contournante connue à ce jour : PVXHB (Farnham and Baulcombe, 2006).   
D’après Takken et al., 2006 
CC 
LRR 
ARC2 
LRR 
ARC2 
LRR 
CC 
ARC2 
LRR 
ARC2 
LRR 
CC 
ARC2 
Etat de repos 
Etat actif 
Pi 
Eliciteur 
ADP 
ATP 
NB 
NB 
NB 
NB 
ATP 
ATP ADP 
ADP 
Figure I-14 : Modèle de la cinétique d’activation des protéines de type NBS-LRR 
En l’absence d’agent pathogène, la protéine NBS-LRR est à l’état de repos, dans lequel, le 
domaine LRR exerce une régulation négative stabilisant la liaison entre l’ADP et le domaine NBS. 
La présence d’un éliciteur modifie la conformation du domaine LRR, ce qui déclenche un 
changement de conformation du domaine NBS, induisant la libération de l’ADP. La liaison d’une 
molécule d’ATP induit alors un second changement conformationnel au niveau du domaine 
effecteur N-terminal. L’activité ATPase de la protéine atténue la réponse de signalisation et 
replonge la protéine dans un état de repos. 
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I.3.6.1.2   Caractéristiques fonctionnelles 
 
Des études ont été réalisées sur cette protéine, notamment l’analyse de mutants gain de 
fonction, c'est-à-dire, présentant une auto-activation de la protéine RX (Bendahmane et al., 2002). En 
effet, des constructions portant des mutations dans les différents domaines de la protéine RX ont été 
exprimées transitoirement dans des plants de Nicotiana benthamiana et seuls les individus 
présentant une réponse phénotypique de résistance suite à cette expression ont été caractérisés. Il 
s’avère que des régions conservées présentes dans les domaines NBS et LRR des protéines de cette 
famille, ont un rôle de régulateur négatif de l’activité de la protéine (Bendahmane et al., 2002). Des 
délétions ou des mutations ponctuelles dans ces régions pourraient rendre accessibles des régions de 
la protéine, donc permettre des interactions avec des acteurs se trouvant en aval dans la cascade de 
transduction du signal. Dans ces mutants, même en l’absence de CP virale, ce mécanisme de 
signalisation est actif en permanence, alors que cela ne devrait être le cas qu’après la reconnaissance 
de l’éliciteur (Bendahmane et al., 2002). 
Il apparaît aussi que les différents domaines de la protéine codée par RX sont capables d’agir de 
manière concertée pour transformer la reconnaissance d’une protéine d’avirulence en un signal 
déclencheur de la réponse de défense. Cette fonction est en partie assurée par des interactions 
intramoléculaires. Ceci a été montré car la fonction du gène Rx est conservée lorsque les fragments 
CC plus NB-LRR ou CC-NBS plus LRR sont co-exprimés dans la cellule. Le domaine CC est capable 
d’agir en trans, il va retrouver et interagir avec le domaine NBS. La même observation est réalisée 
pour le domaine LRR quand ce dernier est co-exprimé avec une construction CC-NBS. Le phénotype 
obtenu étant le même que chez les plantes possédant le gène Rx entier, il semble donc que la 
fonction de la protéine codée par Rx n’est pas altérée dans ces deux cas (Moffett et al., 2002; Leister 
et al., 2005; Rairdan and Moffett, 2006). 
Des études récentes ont permis d’établir un modèle décrivant la cinétique d’activation des protéines 
de la famille des NB-LRR (figure I-14) (Moffett et al., 2002; Takken et al., 2006; Tameling et al., 2006). 
Lorsqu’elle est synthétisée, la protéine RX est inactive, dans un état de « repos ». La séquence 
d’activation est décrite de la manière suivante : en l’absence d’agent pathogène, la protéine NB-LRR 
est dans un état inactif, durant lequel le domaine LRR exerce une régulation négative, stabilisant la 
liaison entre l’ADP et le domaine NBS. La présence d’un éliciteur modifie la conformation du domaine 
LRR, ce qui déclenche un changement de conformation du domaine NBS, induisant la libération de 
l’ADP. La liaison d’une molécule d’ATP au niveau du domaine NBS déclenche alors un second 
changement conformationnel, mais cette fois-ci dans la région N-terminale. Le domaine Coiled-Coil 
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se désolidarise du domaine NB-ARC, qui peut alors intervenir dans l’initiation de la transduction d’un 
signal (Rairdan et al., 2008). L’activité ATPase de la protéine atténue alors le signal de réponse et la 
protéine retrouve alors son état inactif (Takken et al., 2006; Tameling et al., 2006). Cette cinétique 
d’activation de la protéine RX, ne rend compte que des changements conformationnels qu’elle 
subirait au cours de la mise en place de la signalisation. Cependant, il a été montré récemment que 
les interactions entre les différents domaines de la protéine RX ne sont pas les seuls facteurs à 
influencer son activité. En effet, la localisation subcellulaire de la protéine impacte de manière très 
importante son activité. Ainsi, si la protéine est séquestrée uniquement dans le cytoplasme ou dans 
le noyau, le déclenchement de la résistance par la CP du PVX est grandement affectée, et le 
phénotype d’extrême  résistance est aboli (Slootweg et al., 2010; Tameling et al., 2010). La résistance 
nécessiterait donc la présence de la protéine RX à la fois dans le cytoplasme et dans le noyau. 
Plusieurs facteurs semblent conditionner cette répartition nucléocytoplasmique. D’une part, la 
protéine RanGap2 (Ran GTPase activating protein), qui est impliquée dans les mécanismes 
d’import/export des protéines entre le noyau et le cytoplasme, semble être responsable de la 
rétention de RX dans le cytoplasme, puisque son silencing se traduit par l’accumulation d’une 
protéine RX, inactive, dans le noyau (Sacco et al., 2007; Tameling and Baulcombe, 2007; Tameling et 
al., 2010). D’autre part, l’action de protéines chaperonnes, permettant l’obtention d’une protéine RX 
avec une conformation fonctionnelle liée à l’ADP, influence la localisation de RX. Ainsi, le silencing du 
gène SGT1 (suppressor of the G2 allele of skp1), empêche la stabilisation de la protéine RX, qui est 
alors incapable de lier l’ADP, d’adopter une conformation correcte et d’être exportée vers le noyau 
et donc de jouer son rôle dans la résistance (Tameling et al., 2010). La protéine SGT1 ferait partie 
d’un complexe de protéines chaperonnes, elles aussi nécessaires à la production d’une protéine 
fonctionnelle (figure I-15). En effet, deux autres protéines susceptibles d’appartenir à un tel 
complexe ont pu être identifiées : HSP90 (Heat Shock Protein 90) et RAR1 (Shirasu et al., 1999; 
Azevedo et al., 2002; Takahashi et al., 2003; Boter et al., 2007). L’ensemble de ces protéines, requises 
pour l’obtention d’une résistance liée à Rx fonctionnelle, sera présenté plus en détail dans 
l’introduction du chapitre de résultat IV. 
 
I.3.7  La résistance provoquée par Rx 
 
La résistance mise en jeu par Rx diffère de celle rencontrée habituellement avec les gènes R, 
appelée réaction hypersensible (HR) (figure I-4). En effet, la réaction observée avec le gène Rx a été 
nommée « extrême résistance », car contrairement à ce qui est observé lors d’une HR, c'est-à-dire la 
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mise en place d’une mort cellulaire programmée stoppant la propagation du virus dans les tissus 
sains. Chez les plantes exprimant Rx aucun phénomène de mort cellulaire n’est observable. Les 
feuilles inoculées avec la souche avirulente de PVX, PVXCP4, ne développent aucune lésion locale. Au 
cours des huit premières heures, la synthèse d’ARN viral est de même ordre chez les plantes 
sauvages et celles exprimant le gène Rx, puis la synthèse d’ARN viral s’arrête dans les plantes 
exprimant le gène de résistance, d’où l’absence de symptômes sur ces plantes (Adams et al., 1986; 
Saladrigas et al., 1990; Ritter et al., 1991; Bendahmane et al., 1995). L’infection virale est donc 
stoppée très rapidement chez les plantes résistantes, si bien qu’il est impossible de constater 
l’apparition des symptômes typiquement causés par le PVX (Tozzini et al., 1991; Kohm et al., 1993) . 
Sur les feuilles de plantes sauvages inoculées avec la souche avirulente de PVX, l’apparition d’une 
mosaïque est observée sur les feuilles inoculées. Cela se caractérise par une décoloration des zones 
foliaires infectées et par l’apparition de tâches jaunes mais aussi parfois de légères déformations. Au 
début, seule(s) la ou les feuille(s) inoculées présente(nt) ces symptômes, mais au bout de quelques 
semaines ces symptômes se généralisent à toutes les feuilles et font leur apparition sur les feuilles 
systémiques. Il a cependant pu être démontré que la résistance liée à Rx peut induire la mise en 
place d’une mort cellulaire programmée de types HR (Bendahmane et al., 1999). En effet, il est 
apparu que la résistance extrême est épistatique sur la HR, c’est a dire qu’elle inhibe si rapidement la 
réplication des souches virales avirulentes, que ces dernières ne s’accumulent pas à un niveau 
suffisant pour déclencher la mise en place de la HR. L’expression transitoire de la CP des souches 
virales avirulentes dans des plantes exprimant Rx induit l’apparition d’une HR restreinte à la zone 
infiltrée (Bendahmane et al., 1999 , Baurès et al., 2008). 
Peu de choses sont connues concernant l’interaction entre le PVX et le produit du gène Rx. Lors de 
l’inoculation de différentes souches de virus sur des plantes portant le gène de résistance, deux types 
de réactions peuvent être rencontrées : une réaction hypersensible et une résistance extrême. La 
résistance semble être influencée par la nature des acides aminés portés aux positions 121 et 127 de 
la CP, qui pourraient jouer sur l’affinité de reconnaissance entre la CP et la protéine de résistance RX 
(Bendahmane et al., 1995; Bendahmane et al., 1999; Baures et al., 2008). Ainsi, l’inoculation d’une 
souche virale portant respectivement les acides aminés RR aux positions 121 et 127 de la CP induit 
l’apparition de spots nécrotiques uniquement au niveau de la feuille inoculée, tandis que l’utilisation 
d’une souche portant la combinaison d’acides aminés PR conduit à la formation de spots nécrotiques 
au niveau des feuilles systémiques (Baures et al., 2008). Dans ce système, l’hypothèse est que plus 
l’affinité est faible, plus le virus est avantagé et peut ainsi se multiplier et bouger au sein de la plante 
(Bendahmane et al., 1999; Baures et al., 2008).  
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Figure I-15 : Ensemble des gènes nécessaires à la résistance liée à Rx 
La protéine RX est présentée comme appartenant à un complexe protéique « pré-activé », 
comprenant des protéines hôtes, telles que RanGAP2, et dont l’assemblage requiert l’activité 
concertée des protéines chaperonnes SGT1 ainsi que RAR1 et HSP90. Le modèle implique un rôle de 
SGT1 dans la stabilisation de la protéine RX, mais n’exclut pas non plus son rôle dans la dégradation 
de Rx. 
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Cependant, une interaction directe entre la CP et la protéine RX n’a pu être montrée. Même les 
expériences de double hybride en levure ou d’immunoprécipitation en utilisant la protéine RX 
entière n’ont pas permis de révéler une interaction directe avec la CP (Bendahmane A, 
communication personnelle). 
Il semblerait que différentes expériences aillent en faveur d’une interaction indirecte et que des 
protéines intermédiaires pourraient s’intercaler entre la protéine de capside et le produit du gène Rx. 
Il a par exemple été montré, grâce à des expériences d’immunoprécipitation, qu’une protéine 
appelée Ran-GTPase-Activating protein 2 (RanGAP2) interagit avec la protéine RX et plus 
particulièrement avec le domaine CC de celle-ci (Sacco et al., 2007; Tameling and Baulcombe, 2007; 
Rairdan et al., 2008; Tameling et al., 2010) (figure I-15). Cependant, des expériences identiques 
utilisant la protéine RanGAP2 n’ont pas pu mettre en évidence son interaction directe avec la CP de 
PVX (Sacco et al., 2007; Tameling and Baulcombe, 2007). D’autres protéines intermédiaires 
supplémentaires sont donc sûrement requises pour transmettre le signal de reconnaissance de la CP 
au produit du gène Rx. Un des problèmes auquel se heurtent les expérimentateurs, pourrait être que 
la cinétique d’interaction entre ces différentes protéines soit beaucoup trop rapide pour que les 
techniques employées actuellement puissent détecter l’interaction.  
De nombreuses approches génétiques ont montré que les protéines de la classe des NB-LRR 
et notamment la protéine RX, nécessitent la présence de protéines telles que HSP90 (Heat Shock 
Protein90) pour être fonctionnelles (Hubert et al., 2003; Kanzaki et al., 2003; Takahashi et al., 2003; 
Liu et al., 2004) (figure I-15). HSP90 est une protéine chaperonne très conservée chez les eucaryotes 
nécessaire à la maturation et à l’activation de très nombreuses protéines intervenant dans la 
signalisation cellulaire. D’autres expériences montrent que l’interaction entre HSP90 et d’autres 
protéines est nécessaire à l’accumulation de la protéine RX (Boter et al., 2007). C’est le cas par 
exemple de la protéine SGT1, qui elle-même doit lier HSP90 pour que cette dernière puisse 
permettre la stabilisation, donc l’accumulation de la protéine RX (Azevedo et al., 2002; Azevedo et 
al., 2006) (figure I-15). Un modèle a même été décrit dans lequel une autre protéine, RAR1 (required 
for Mla12 resistance), se lie à SGT1 pour renforcer l’interaction de cette dernière avec HSP90 
(Azevedo et al., 2002; Azevedo et al., 2006; Boter et al., 2007) (figure I-15). 
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Objectifs des travaux 
 
A l’origine, ces travaux de thèse visaient à mettre en évidence et à caractériser le 
déterminant porté par le facteur d’avirulence du PVX, conditionnant sa reconnaissance, par le 
produit du gène de résistance qui lui est associé : Rx. Dans cette optique une étude comparative de la 
structure de la protéine de capside de deux souches virales du PVX, l’une avirulente, PVXCP4 et l’autre 
virulente, PVXHB, a été entreprise. La démarche ainsi que les résultats obtenus, seront présentés dans 
le chapitre III. Cette démarche étant risquée, et pouvant déboucher sur l’absence de données 
publiables, un deuxième axe de recherche a été développé. Le modèle actuel suppose que le 
pathosystème PVX/Rx obéit au modèle de Garde, c’est-à-dire que l’interaction entre le facteur 
d’avirulence du PVX et le produit du gène de résistance Rx est indirecte. Dans l’optique de mettre en 
évidence une ou plusieurs protéines jouant potentiellement ce rôle d’intermédiaire, une stratégie de 
double hybride en levure a été mis au point pour cribler une banque d’ADNc construites à partir de 
plants de Nicotiana. Deux gènes candidats ont été mis en évidence lors de ce crible. L’un d’entre eux 
a fait l’objet d’une attention particulière et l’étude de son implication potentielle dans la résistance 
liée à Rx a été menée. La méthodologie ainsi que les résultats obtenus seront présentés dans le 
chapitre IV. 
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Chapitre II Matériel et Méthodes 
 
II.1 Manipulation des souches bactériennes 
 
II.1.1 Souches bactériennes 
 
La souche bactérienne utilisée pour les expériences de clonage est Escherichia coli  DH10β 
(Invitrogen). 
La souche bactérienne utilisée pour les expériences de production de protéines recombinantes à 
purifier est Escherichia coli Origami 2 (Millipore, Etats Unis). Elle porte des mutations dans la 
thiorédoxine réductase et la glutathion réductase, conduisant à un abaissement du pH cellulaire, 
favorable à la formation des ponts disulfures. Le génotype de cette souche est le suivant : Δ(ara-
leu)7697 ΔlacX74 ΔphoA PvuII phoR araD139 ahpC galE galK rpsL F′[lac+ lacIq pro] (DE3) gor522::Tn10 
trxB pLysS (CamR, StrR, TetR). 
Les expériences d’expression transitoire en plante ont été réalisées avec la souche  d’Agrobacterium 
tumefaciens C58C1 portant le plasmide helper pCH32 (Hamilton et al., 1996). 
Lors des expériences de VIGS, la souche d’Agrobacterium tumefaciens C58C1 portant le plasmide 
helper pSOUP a été utilisée pour permettre la réplication des vecteurs pTV dérivés de pGREEN 
(Ratcliff et al., 2001).  
Pour les expériences d’expression transitoire inductibles à la dexaméthasone, la souche 
d’Agrobacterium tumefaciens GV3101:pMP90 a été utilisée (Koncz and Schell, 1986). 
Les antibiotiques ont été utilisés aux concentrations finales suivantes : ampicilline, carbenicilline et 
spectinomycine à 100 µg/mL, kanamycine, chloramphénicol et rifampicine à 50 µg/mL et 
gentamicine à 20 µg/mL. 
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II.1.2 Transformation 
 
II.1.2.1 Préparation de cellules électrocompétentes 
 
 Les cellules bactériennes électrocompétentes d’Escherichia coli et d’Agrobacterium 
tumefaciens sont préparées au laboratoire selon la méthode de Hanahan (Hanahan, 1983). Une 
culture bactérienne d’1L de DO550 égale à 0,800 est refroidie dans la glace pendant 10 min puis les 
cellules sont centrifugées à 5000 g pendant 10 min à 4 °C. Le culot est ensuite resuspendu dans un 
volume égal de glycérol 10%. Après 4 lavages, les cellules sont finalement resuspendues dans du 
glycérol 10 % pour un volume final de 4 mL. Les cellules compétentes sont réparties en aliquots de 18 
µL, congelées brutalement dans l’azote liquide, puis conservées à -80 °C. 
 
II.1.2.2  Transformation par électroporation d’E. coli 
 
 Pour les électroporations, l’électroporateur GIBCO BRL (Cellporator et Voltage Booster) est 
utilisé, avec des cuvettes d’électroporation de 0,15 cm (Qartell) en suivant les conditions du 
fournisseur (Capacitance : 330 µF, Résistance : 4000 Ω, Voltage : 400 V, Impédance : Ω faible, taux de 
charge rapide). Pour 18 µL de cellules compétentes, 1 µL de plasmide ou 2µl de ligation dialysés sont 
ajoutés. Après l’électroporation, les cellules sont transférées dans 500 µL de milieu LB et incubées à 
37 °C pendant 1h sous agitation. Les cellules transformées sont sélectionnées sur milieu LB agar avec 
un antibiotique sélectif des bactéries effectivement transformées. Les boîtes sont incubées 16 h à 37 
°C. 
II.1.2.3  Transformation par électroporation d’A. tumefaciens 
 
 Le protocole de transformation est identique à celui décrit pour Escherichia coli. La sélection 
des bactéries transformées se fait sur milieu LB agar par addition de(s) l’antibiotique(s) sélectif(s) 
du/des plasmide(s) et incubation des boîtes 48h à 30 °C. 
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II.1.3 Milieux de culture 
 
Les souches bactériennes sont entretenues par culture dans un milieu LB liquide avec le ou 
les antibiotique(s) au(x)quel(s) la souche est résistante.  
Les bactéries Escherichia coli transformées sont sélectionnées sur un milieu LB solide contenant 2 % 
d’agar et le ou les antibiotique(s) permettant la sélection des bactéries porteuses du/des plasmide(s). 
Lors de la création de banques d’ADNc, les bactéries transformées sont sélectionnées en milieu semi-
liquide « sea prep », qui permet de conserver la complexité de la banque. En effet, dans ce milieu, les 
bactéries poussent en suspension (en 3 dimensions) et forment des colonies sphériques 
indépendantes, ce qui évite que les clones qui se répliquent le plus vite deviennent majoritaires dans 
le milieu et amoindrissent la croissance des clones rares ou se répliquant lentement. Ainsi, chaque 
clone est représenté dans ce milieu de sélection, qui est supplémenté avec l’antibiotique spécifique 
du plasmide à sélectionner. La quantité de milieu à utiliser est déterminée suite à une quantification 
de l’efficacité de transformation sur milieu solide (tel qu’elle est décrite ci-dessus). Un litre de milieu 
sea prep est utilisé par million de transformants. Le milieu est préparé et un barreau aimanté est 
ajouté avant l’autoclave. Après stérilisation, le milieu est mis à refroidir sous une hotte jusqu’à ce 
qu’il atteigne une température inférieure à 40°C. Le milieu est placé sur un agitateur magnétique en 
marche, l’antibiotique de sélection est ajouté puis c’est au tour des bactéries issues de la 
transformation d’être ajoutées au milieu. Une fois que tout est homogène, la bouteille est fermée 
rapidement, retirée de l’agitateur magnétique en marche, pour être placée dans un grand récipient 
contenant un mélange d’eau à 4°C et de la glace où elle est laissée environ 15 min, le temps que le 
milieu se fige. La bouteille est alors délicatement placée dans une étuve à 30°C pour éviter de 
perturber le milieu et que les bactéries, qui sont en suspension, ne sédimentent. L’incubation dure 
au moins deux jours jusqu’à ce que de très nombreuses colonies sphériques en suspension soient 
visibles, signe que la croissance a été suffisante. 
Pour amplifier un plasmide, une colonie d’Escherichia coli isolée est utilisée pour inoculer 5 mL de 
milieu LB liquide avec un antibiotique sélectif des bactéries transformées. 
Pour l’entretien, la sélection et la multiplication des bactéries d’Agrobacterium tumefaciens, le milieu 
utilisé est identique à celui utilisé pour Escherichia coli. 
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II.2 Matériel végétal 
 
II.2.1 Plants de tabac (Nicotiana) 
 
Deux espèces de tabacs sont utilisées dans cette étude : Nicotiana benthamiana et Nicotiana 
tabacum. Les lignées transgéniques stables N.tabacum T-14-4 et N.benthamiana Rx18 expriment 
toutes les deux le gène de résistance Rx1. Elle ont été générées par transformation de disques 
foliaires par Agrobacterium tumefaciens portant le plasmide pSLJ19, contenant le fragment Fsp1-
PvuII du BAC 9 de la pomme de terre (Bendahmane et al., 1999). Les plantes non transformées des 
deux espèces de tabac sont également utilisées comme contrôle. 
 
II.2.2 Plantes de tomate Solanum lycopersicum 
 
Deux cultivars de tomate différents ont été utilisés au cours de ce travail de thèse : M82 et 
Red Setter. Les plantes utilisées sont issues de deux populations mutagénéisées à l’EMS, exploitées 
par le laboratoire pour la recherche de mutants par TILLING (Piron et al., 2010). 
 
II.2.3 Culture des plantes en chambre de culture 
 
Les expériences ne nécessitant pas l’utilisation de virus entiers peuvent être effectuées en 
chambre de culture. Les plants de tomate et de tabac sont cultivés à 28°C (jour) et 19°C (nuit) avec 
une photopériode de 16 heures et 70% d’hygrométrie. 
 
II.2.4 Culture des plantes en serre 
 
Les expériences d’inoculation de virus entiers sont effectuées dans une serre de type S3 (INRA 
Versailles-Grignon). Les plants de tomate et de tabac sont cultivés à 23°C (jour) et 19°C (nuit) avec 
une photopériode de 16 heures et 70% d’hygrométrie. 
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II.3 Manipulation  des acides nucléiques 
 
II.3.1 Extraction d’ADN génomique 
 
Pour le génotypage des plants de tomates issus des graines M2 des familles identifiées lors 
du crible par TILLING, une jeune feuille d’environ 40 mg est prélevée et placée entre deux billes 
d’acier de 4 mm de diamètre dans l’un des puits d’une plaque 96 puits (Strips of 8 attached 1.1 mL 
Micro Tubes
TM
 in MicroRacks
TM
, National Scientific) qui est ensuite placée dans l’azote liquide. Les 
échantillons ainsi congelés sont broyés à l’aide du TissueLyzer II (QIAGEN) grâce à deux cycles de 
vibrations successifs de 30s à 27Hz. L’ADN est alors extrait des échantillons broyés en suivant le 
protocole du fournisseur du DNeasy 96 Plant kit (QIAGEN, France). Lors de la dernière étape du 
protocole, l’ADN génomique est élué avec 100 µL de tampon AE, puis conservé à -20°C. 
 
II.3.2 Extraction des ARN totaux 
 
Environ 500 mg de feuilles sont prélevés et broyés au pilon dans un mortier avec de l’azote 
liquide. Sur chaque échantillon broyé, 1 mL de Trizol est ajouté. La dissociation complète des 
complexes nucléoprotéiques est réalisée par incubation des échantillons 5 min à 25 °C. Deux cent 
microlitres de chloroforme sont ajoutés puis le mélange est homogénéisé par inversion du tube 
pendant 15 s et laissé en incubation à 25 °C pendant 5 min. Ensuite les tubes sont mis à centrifuger à 
18000 g pendant 15 min à 4 °C. Le surnageant de chaque échantillon est transféré dans un nouveau 
tube et mélangé à 500 µL d’isopropanol puis incubé à 25 °C pendant 10 min. Après une 
centrifugation de 10 min à 18000 g à 4 °C, le culot d’ARN est lavé dans 1 mL d’éthanol 70 % puis 
séché avant d’être resuspendu dans 150 µL d’eau DEPC. Les ARN extraits sont visualisés sur gel 
d’agarose 1% et conservés à -80 °C. 
Lorsque cela est nécessaire, les ARN messagers sont purifiés à l’aide du kit Oligotex mRNA Midi Kit 
(Qiagen, Etats Unis), conformément au protocole du fournisseur à partir des ARN totaux extraits en 
suivant le protocole précédent. Lors de la dernière étape de purification, les ARNm liés à la colonne 
sont élués par centrifugation à 18000g, avec 100 µL de tampon OEB chauffé à 70 °C. Les ARNm ainsi 
purifiés sont dosés au Nanodrop et conservés à -80°C.  
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II.4 Préparation d’ADN plasmidique 
II.4.1 Mini préparation 
 
L’extraction de l’ADN plasmidique est réalisée à partir d’une culture sur la nuit de 5 mL de LB 
supplémenté avec l’antibiotique permettant la sélection des cellules portant le  plasmide d’intérêt. 
Cette culture est centrifugée 5 min à 5000g pour récupérer le culot bactérien qui est utilisé pour 
l’extraction de l’ADN plasmidique, conformément au protocole du fournisseur du kit « Plasmid Mini 
Kit » (OMEGA, Etats Unis). Cependant, 2 étapes du protocole sont supprimées car elles affectent le 
rendement final en ADN et rallongent donc inutilement la durée de l’expérience : l’étape 7 consistant 
à équilibrer la colonne avec 100µL d’ «Equilibration Buffer » ainsi que l’étape 9 de lavage avec le 
« Buffer HB ». Lors de la dernière étape, l’ADN plasmidique est élué avec 50 µL d’ «Elution Buffer » 
(Tris-HCl 10 mM, pH 8.5).  
L’ADN purifié est alors dosé au nanodrop et sa qualité est visualisée sur gel d’agarose 1%, avant que 
l’échantillon soit  stocké à -20°C. 
Dans le cas de mini préparations à partir de levure, le protocole utilisé est identique, mis à part le fait 
qu’après l’ajout de la solution de lyse (Solution II du « Plasmid Mini Kit » ; (OMEGA, Etats Unis) le 
tube est placé 1min dans l’azote liquide, puis 1 min à 90°C et ce cycle est répété  2 fois. Cette étape 
de choc thermique augmente le rendement de la lyse cellulaire donc le rendement final de 
l’extraction. 
 
II.4.2 Maxi préparation 
 
L’extraction plasmidique est réalisée à partir d’une culture sur la nuit de 200 mL de LB 
supplémenté avec l’antibiotique permettant la sélection des cellules portant le plasmide d’intérêt. 
Cette culture est centrifugée 10 min à 5000g pour récupérer le culot bactérien qui est utilisé pour 
l’extraction de l’ADN plasmidique, conformément au protocole du fournisseur du kit « PureLink, Hi 
Pure Plasmid Maxiprep Kit » (Invitrogen, Etats Unis). Lors de la dernière étape, l’ADN plasmidique est 
resuspendu dans 200 µL de TE (Tris-HCl 10 mM, pH 8,5, EDTA 1 mM).  
L’ADN purifié est alors dosé au nanodrop et sa qualité est visualisée sur gel d’agarose 1%, avant que 
l’échantillon soit  stocké à -20°C. 
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II.4.3 Maxi préparation d’ADN plasmidique ultra pur sur gradient de CsCl 
 
Les expériences de biolistique nécessitant l’utilisation d’ADN plasmidique ultra pur et 
majoritairement sous sa forme super enroulée (super coil), la technique de purification d’ADN 
plasmidique dans un gradient de chlorure de césium a été utilisée. Une culture bactérienne, après 
incubation pendant la nuit d’un litre de LB supplémenté avec l’antibiotique permettant la sélection 
des cellules portant le plasmide d’intérêt a été centrifugée 20 min à 5000g afin de récupérer le culot 
bactérien. Ce dernier a été utilisé pour réaliser les 4 premières étapes de maxi préparation du kit 
« PureLink, Hi Pure Plasmid Maxiprep Kit » (Invitrogen, Etats Unis) (ajout du tampon N3 compris), qui 
permettent de lyser les cellules bactériennes. La suspension est ensuite centrifugée 30 min à 20000g. 
Le surnageant est filtré sur Miracloth au dessus d’un tube 250 mL Nalgen. Une précipitation de l’ADN 
est réalisée en ajoutant 0,7 volume d’isopropanol puis en plaçant les tubes 15 min à -80°C. Une 
centrifugation de 30 min à 20000g permet la récupération d’un culot d’ADN qui est resuspendu dans 
8 mL d’eau stérile et mélangé à 8,8 g de chlorure de césium et 200 µL de bromure d’éthidium (10 
mg.mL
-1
). La suspension est centrifugée 15 heures à 50000 rpm à 20°C (Ultracentrifugeuse Optima 
LE-80K, rotor NTV-65, Beckman). Après la centrifugation, l’observation sous UV révèle la présence de 
3 bandes fluorescentes contenant, de haut en bas, les protéines, l’ADN linéaire puis l’ADN 
plasmidique. La 3
ème
 bande est extraite à l’aide d’une seringue de 5 ml introduite dans le tube après 
avoir cassé la pression. Environ 800µL de suspension sont prélevés, 1 volume d’isopropanol saturé 
avec du NaCl 5M est ajouté pour extraire le bromure d’éthidium. Le mélange est homogénéisé par 
inversion des tubes et laissé décanté 30s, puis, après le retrait du surnageant rose contenant la 
majorité du bromure d’éthidium, l’opération répétée 3 fois ou plus jusqu’à ce que le surnageant 
devienne incolore. La solution d’ADN est transférée dans un tube Nalgen de 30 ml et 3 volumes d’eau 
sont ajoutés pour diluer le CsCl et éviter sa précipitation dans l’éthanol. Puis 8 volumes d’éthanol 
100% y sont ajoutés et le mélange est centrifugé à 8000 g pendant 30 minutes à 4°C. Le culot est lavé 
dans 5 mL d’éthanol 70%, centrifugé 10 min à 4000 g, séché puis resuspendu dans 200 µl d’eau. Les 
ADN sont visualisés, quantifiés sur gel d’agarose et conservés à –20°C. 
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II.5 Purification d’ADN amplifié par PCR 
 
Pour concentrer et supprimer les oligonucléotides résiduels et changer le tampon d’un fragment 
d’ADN amplifié par PCR (section II.8) devant être utilisé ultérieurement dans une réaction de ligation, 
le kit « Cycle Pure Kit » (OMEGA, Etats Unis) est utilisé.  La purification de l’ADN est réalisée 
conformément au protocole du fournisseur. Lors de la dernière étape, l’élution de l’ADN purifié est 
réalisée avec 25 µL d’ «Elution Buffer» (Tris-HCl 10 mM, pH 8,5). L’ADN purifié est alors dosé au 
nanodrop et sa qualité est visualisée sur gel d’agarose 1%.  
 
II.6 Purification d’ADN sur gel d’agarose 
 
Le kit «Gel Extraction Kit» (Omega, Etats Unis), est employé pour purifier un fragment d’ADN 
d’intérêt à partir du produit d’une digestion enzymatique, ou d’un produit PCR présentant une bande 
d’ADN contaminante. L’échantillon d’ADN est mis à migrer sur gel d’agarose (section II.13.1), 
suffisamment longtemps pour séparer le fragment d’ADN d’intérêt de tout autre fragment 
contaminant. La bande d’intérêt est donc prélevée en découpant le gel d’agarose au scalpel, puis 
utilisée pour purifier l’ADN en suivant le protocole du fournisseur. Lors de la dernière étape, l’élution 
de l’ADN purifié est réalisée avec 25 µL d’ «Elution Buffer» (Tris-HCl 10 mM, pH 8,5). L’ADN purifié est 
alors dosé au nanodrop et sa qualité est visualisée sur gel d’agarose 1%.  
 
II.7 Manipulation enzymatique des acides nucléiques 
 
 Toutes les manipulations enzymatiques de routine sur l’ADN incluant les digestions 
enzymatiques, les ligations et les rétro-transcriptions sont réalisées selon les instructions des 
fournisseurs. Lorsque les tampons de réaction ont besoin d’être changés, les solutions sont dialysées 
par spin dialysis (section II.14.4). 
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II.8 Réaction de polymérisation en chaîne (PCR) 
 
 Les PCR sont réalisées en routine en utilisant 1 à 10 ng d’ADN comme matrice. Le milieu 
réactionnel contient : 10 mM de Tris-HCl pH 8, 2,5 mM de MgCl2, 50 mM de KCl, 0,05 % de Nonidet P-
40, 0,2 mM de dNTP, 0,4 µM de chaque amorce et 1 à 3 unités de Taq DNA polymérase. Pour les 
amplifications en routine, 1unité de Taq polymérase Biolabs est utilisé, tandis que dans le cas de 
clonage 0,2 µL de « iproof
TM
 High-Fidelity DNA Polymerase » (BIO-RAD, Etats Unis) sont utilisées. Les 
conditions de cycles sont optimisées pour chaque échantillon d’ADN, en fonction des amorces 
utilisées, de la longueur théorique du produit de PCR et de la Taq polymérase utilisée (1min/kb avec 
la Taq labo et 30s/kb pour la iproof). Les PCR sont réalisées sur un thermocycler de modèle primus 
HT (MWG Biotech, Allemagne). Les amorces sont synthétisées par un prestataire de service (Opéron 
Biotechnologie, Allemagne) et resuspendues dans l’eau à une concentration finale de 100 µM. 
La température d’hybridation peut être ajustée en fonction du taux de GC contenu dans le couple 
d’amorce utilisé pour faire la réaction de PCR. Les conditions utilisées pour chacun des types de PCR 
sont répertoriées dans l’annexe. 
 
II.9 PCR sur colonies 
 
 Les PCR sur colonies sont réalisées dans le même milieu réactionnel que celui décrit dans la 
Section II.8.  
Pour E.coli, et A. tumefaciens, une colonie isolée est piquée avec la pointe d’un cône puis 
resuspendue dans 30 µL d’eau. Un microlitre de cette dilution est utilisé comme matrice pour la PCR 
et la durée de la première étape de dénaturation de la PCR à 94 °C (cf annexe) est portée à 4 min. 
Pour les PCR sur colonies de levure, ces cellules possédant une paroi cellulaire très résistante, une 
étape supplémentaire est requise avant de faire la PCR. Ainsi, une colonie d’un diamètre d’environ 2 
mm est prélevée puis resuspendue dans 8µL de phosphate de potassium 50mM, pH 7,5, après quoi, 
10 unités de Zymoliase (Zymo Reshearch, Etats Unis) sont ajoutées. La réaction est mise à incuber 1h 
à 37°C, puis 2µL sont prélevés et servent de matrice à la réaction PCR. 
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II.10 Réaction de transcription inverse (RT) 
 
 Suite à l’extraction d’ARN totaux (Section II.3.2), un traitement à la DNase est réalisé afin de 
ne pas avoir de contamination d’ADN génomique pour les futures analyses à réaliser sur les ADN 
complémentaires qui vont être produits. La concentration des ARN totaux est déterminée et ajustée 
à 100 ng/µL. Ensuite, 50 µL de cette dilution sont traités par 30 unités d’enzyme « PureLink
TM
 
DNase » (Invitrogen, Etats Unis), en suivant le protocole du fournisseur concernant la DNase sur 
colonne du kit « PureLink
TM
 RNA Mini Kit » (Invitrogen, Etats Unis). Lors de la dernière étape, les ARN 
sont élués avec 30 µL d’eau DEPC. Les ARN sont alors propres et leur concentration est de nouveau 
ajustée à 100 ng/µL. La synthèse des ADN complémentaires (ADNc) à partir des ARN totaux purifiés 
peut débuter. 
 A 500 ng d’ARN totaux, sont ajoutés 0,25 mM de dNTP et 0,5 mM d’oligo dT qui va se fixer à 
la queue polyA spécifique des ARN messagers transcrire de manière reverse. Le volume est ajusté à 
12 µL avec de l’eau DEPC et l’on incube le tout, 5 min à 65 °C, afin de dénaturer les ARN. Le mélange 
est ensuite placé sur la glace et 40 unités de RNase out sont ajoutées, ainsi que 10 mM de DTT et le 
tampon de l’enzyme (50 mM Tris-HCl, pH 8,3 ; 75 mM KCl ; 3 mM MgCl2). Le mélange est incubé 2 
min à 42 °C puis on ajoute alors 200 unités de l’enzyme Superscript II (Invitrogen, Etats Unis) qui 
réalise la transcription inverse des ARN messagers en ADNc en une heure à 42°C. L’enzyme est 
ensuite inactivée après 15 min à 70 °C et les ADNc sont stockés à -20 °C. Si besoin, les ADNc peuvent 
être purifiés et précipités pour les besoins d’une expérience ultérieure. 
 
II.11 Précipitations des acides nucléiques 
 
II.11.1 Précipitation des ADNc après une transcription inverse (RT) 
 
 Après RT il est parfois nécessaire de se débarrasser de la transcriptase inverse et du tampon 
réactionnel. Dans ce cas, 2 volumes de phénol/chloroforme sont ajoutés aux ADNc. L’échantillon est 
vortexé 30s puis centrifugé à 4°C, 5 min à 20000g. Le surnageant est transféré dans un nouveau tube, 
et la précipitation de l’ADN est réalisée en ajoutant 1µL de glycogène (20mg/mL), 1 volume d’acétate 
d’ammonium (NH4OAc) 7,5M et 6 volumes d’éthanol 100% puis en plaçant le tube 15 min à -80°C. 
Une centrifugation à 4°C de 25 min à 20000g est effectuée, avant de retirer les surnageants. Le culot 
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d’ADNc est lavé en ajoutant 150 µL d’éthanol 75% et est centrifugé à 4°C, 5 min à 20000g, avant 
d’être séché puis resuspendu dans le volume désiré. 
 
II.11.2 Précipitation des ARNm 
 
 Après leur purification à l’aide du « Oligotex mRNA Mini Kit » (QIAGEN, Etats Unis), les ARN 
messagers ont parfois besoin d’être concentrés. Une étape de précipitation est donc nécessaire. 
Ainsi, au volume initial, sont ajoutés 0,5µL de glycogène 20%, 1/10
ème
 du volume en acétate de 
sodium 3M et 1,2mL d’isopropanol / mL d’ARN. Le mix est alors placé 1 h à -80°C, avant d’être 
centrifugé à 4°C, 30 min à 12000g. Le surnageant est ensuite retiré et le culot est lavé dans de 
l’éthanol 70%, puis centrifugé à 4°C, 10 min à 12000g. Le culot d’ARNm est finalement séché puis 
resuspendu dans le volume d’eau DEPC désiré.   
 
II.12 Séquençage de l’ADN 
 
 Le séquençage des produits de PCR et des inserts plasmidiques est effectué par un 
prestataire (GATC Biotech, Allemagne) et selon ses propres conditions. 
 
II.13 Séparation et visualisation des acides nucléiques sur gel d’agarose 
 
II.13.1 Electrophorèse sur gel d’agarose 
 
 Les échantillons sont déposés sur un gel c tampon TBE 1 X (90 mM Tris-borate, 2 mM EDTA), 
0,1 µg/mL de bromure d’éthidium et de l’agarose à une concentration comprise entre 0,6 et 2 %, 
selon la taille des fragments ADN à visualiser, puis sont soumis à une migration dans du tampon TBE 
1X à 100 V.  
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Figure II-1 : Schéma général représentant le principe du système de clonage par recombinaison 
Gateway®  (d’après http://www.versailles.inra.fr/urgv/atome/structure.htm).  
a : La séquence codant le gène d’intérêt (ORF) est amplifiée lors de deux étapes de PCR qui vont 
permettre dans un même temps, l’addition des sites de recombinaison attB1 et attB2. La réaction 
de recombinaison entre les sites de recombinaisons du produit PCR et les sites attP1 et attP2 du 
vecteur donneur, permet l’obtention de clones d’entrée comportant l’insert d’intérêt. La 
recombinaison entre les sites attL du clone d’entrée sélectionné et les sites attR du vecteur 
destination conduit à l’obtention des vecteurs d’expression, utilisés pour transformer 
Agrobacterium tumefaciens. 
B : Système de sélection des clones d’entrée sans codon stop, dans le but de réaliser des fusions au 
niveau de l’extrémité C-terminale des gènes d’intérêt  avec une étiquette. L’utilisation d’une 
amorce 3’, spécifique du gène d’intérêt (seq spe) et dégénérée pour un codon, permet l’obtention, 
après la recombinaison BP, de clones portant ou non un codon stop du côté 3’. La sélection des 
clones sans codon stop repose sur le fait que dans certains cas, l’amorce dégénérée supprime le 
codon stop et créée un site de restriction Bam HI. Une simple digestion avec cette endonucléase 
permet alors de différencier les clones porteur d’un codon stop ou non.  
 
ATG- OFR- GGA TCC GGA GGT GGA-attB2 
MCT AGG CCT CCA CCT CTG GGT CGA AAG AAC ATG TTT CAC CAG GGG-  5’ 
ORF 
seq  spe 
attb2 
3’ - 
ATG- OFR- TGA TCC GGA GGT GGA-attB2 
Met- OFR- Gly Ser Gly Gly Gly-attB2 Met- OFR- STOP 
BamHI 
Traduction Traduction 
a 
b 
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II.13.2  Marqueurs de taille 
 
 Deux marqueurs de taille différents sont utilisés en électrophorèse sur gel d’agarose non 
dénaturant : 1 kb ou 100 pb (Invitrogen, Etats Unis) pour les acides nucléiques de faible poids 
moléculaire.  
 
II.14 Clonage avec le système Gateway® 
 Le schéma général du clonage dans le système Gateway est présenté en figure II-1.  
 
II.14.1 Amplification de la séquence codante d’intérêt  
 
 Cette amplification est réalisée en deux étapes avec la « iproof
TM
 High-Fidelity DNA 
Polymerase » (BIO-RAD, Etats Unis). Lors de la première PCR, la matrice correspond soit à 2,5 ng d’un 
plasmide arborant la séquence d’intérêt, soit 10ng d’ADNc issus d’une RT (section II.10) ou alors 10 
ng d’ADN génomique, purifié en suivant le protocole de la section II.3.1. Les amorces ainsi que les 
programmes utilisés pour ces deux réactions de PCR sont décrits respectivement dans l’annexe et la 
section II.8. Au cours de cette première PCR, l’amorce reverse ajoute un codon dégénéré, permettant 
de générer des constructions avec ou sans codon STOP. Les systèmes de sélection des différentes 
formes de l’insert est décrit dans la figure II.I. La seconde PCR réalisée avec les amorces universelles 
U5-PTO et U3-PTO (cf annexe) permet l’ajout des sites de recombinaison attB nécessaires à la 
réaction de BP. 
 
II.14.2 Réaction BP 
 
 Cette réaction est ainsi nommée, car elle correspond à la recombinaison entre les sites attB 
portés par la séquence codante d’intérêt et les sites attP portés par le vecteur donneur (figure II-I). Le 
milieu réactionnel contient 2µL de produit de PCR 2, 1 µL de la solution 5X du kit « Gateway BP 
Clonase 2 Enzyme Mix, Invitrogen », 100ng du vecteur d’entrée pDONR
TM 
207 (figure II-I) et de l’eau, 
qsp 5µL. Le milieu réactionnel est incubé une nuit à 25°C. Pour mettre fin à la réaction, 0,5 µL de 
Protéinase K (2mg/ml, Invitrogen) sont ajoutés avant de placer les tubes 15 minutes à 37°C.  
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II.14.3 Transformation bactérienne avec le produit de BP 
 
 La transformation est réalisée telle qu’elle est décrite dans la section II.1.2.2. Les bactéries 
transformées sont étalées sur du LB agar supplémenté avec de la gentamicine, dont la résistance est 
conférée par le vecteur pDONRTM207. Cependant, la transformation par électroporation (cf section 
II.1.2.2. ) nécessite le retrait des sels du tampon réactionnel de la BP pour éviter tout arc électrique 
au cours de l’électroporation. Une « spin dialysis » est donc réalisée en suivant le protocole décrit 
dans la section II.14.4.  
 
II.14.4 Spindialysis 
 
 Une goutte de solution eau/billes de verre (Sigma, 150-210 µm) est déposée dans un tube de 
0,5 mL percé avec une aiguille. Le tube est rempli de sépharose (Sigma) avant d’être centrifugé 3 
minutes à 1000g. L’échantillon est déposé sur la colonne puis centrifugé 1 minute à 1000 g. 
L’échantillon peut alors être utilisé pour les manipulations ultérieures. 
 
II.14.5 Crible PCR des bactéries transformées avec les produits de la réaction BP 
 
 Un criblage de routine est réalisé par PCR sur colonie avec le couple d’amorces DNR5/DNR3 
(cf annexe). Les colonies sont simplement piquées avec un cône, qui est ensuite trempé et agité dans 
30µL d’eau, desquels 1 µL est prélevé pour servir de matrice à la réaction PCR (section II.8).  
Une digestion Bam-HI est réalisée sur les produits PCR issus du criblage de sorte à déterminer si 
l’insert cloné possède un codon stop ou non (figure II-I-b). Cette digestion est réalisée de la manière 
décrite par le fournisseur de l’enzyme de restriction (Invitrogen). Les clones positifs sont mis en 
culture dans du LB liquide supplémenté avec de la gentamicine, de sorte à pouvoir être amplifiés et 
purifiés par minipréparation (section II.4.1) le vecteur d’entrée pDONR
TM
207 d’intérêt. 
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II.14.6 Réaction de LR  
 
 Cette réaction correspond à la recombinaison entre les sites attL du vecteur d’entrée et les 
sites attR du vecteur destination (figure II-1). Le milieu de réaction contient 100 ng de vecteur 
d’entrée, 300 ng du vecteur destination, 1µL du mix enzymatique 5X fourni dans le kit « LR Clonase 
Enzyme Mix II » (Invitrogen, Etats Unis) et du TE qsp 5 µL. Le mix réactionnel est mis à incuber au 
moins 15 min à 25°C puis dessalé par spin dialysis (section II.14.4) avant d’être transformé par 
électroporation dans E.coli DH10β (section II.1.2.2). 
 
II.14.7 Criblage des bactéries transformées avec les produits de la réaction LR 
 
 Le protocole de criblage utilisé est le même que celui du criblage après la BP mis à part que le 
couple d’amorce utilisé est 35S-P/U3-PTO (figure II-1-b). Les clones positifs sont mis en culture dans 
du LB liquide supplémenté avec l’antibiotique de sélection dont la résistance est conférée par 
vecteur d’expression, de sorte à pouvoir amplifier les bactéries contenant le vecteur d’expression 
d’intérêt et le purifier par minipréparation (section II.4.1). 
 
II.15 Transformation transitoire des plantes par infiltration 
 
 Une culture saturée d’Agrobacterium tumefaciens transformée avec la construction d’intérêt 
est centrifugée à 5000 g pendant 10 minutes. Le culot bactérien est resuspendu, dans un volume 
deux fois supérieur à celui de la culture initiale, dans un tampon contenant 10 mM de MgCl2, 10 mM 
d’acide morpholino éthane sulfonique (MES) pH 5,6 et 150 µM d’acétosyringone. Les bactéries sont 
incubées 2h sur paillasse avant d’ajuster la DO600nm à la valeur souhaitée, en tenant compte du 
facteur de dilution engendré par le mélange de plusieurs solutions avant infiltration. Ainsi, par 
exemple, pour les expériences de BIFC (section II.17.5), une DO600nm finale de 0,3 est souhaitée pour 
chacune des trois constructions co-infiltrées. La DO600nm pour ces 3 constructions est ajustée à 0,9 
avant d’effectuer leur mélange à volume égal, qui a pour effet de les diluer chacune 3 fois.  
Enfin, environ 0,5 ml de préparation bactérienne est infiltré à l’aide d’une seringue 1 ml sur la face 
inférieure des feuilles de jeunes plants de Nicotiana âgées de 3 à 4 semaines. 
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II.16 Méthodes plus spécifiquement mises en œuvre dans le cadre de 
l’étude structurale de l’éliciteur viral du PVX 
 
II.16.1 Induction de la production des protéines recombinantes d’intérêt 
 
 Les séquences codantes d’intérêt ont été amplifiées par PCR avec les amorces présentées 
dans le tableau de l’annexe, puis clonées dans le vecteur pGEM-T (Promega, Etats Unis), avant d’en 
être excisées par l’enzyme de restriction NdeI, puis insérées dans le vecteur d’expression pET15 (cf 
annexe) au niveau du site de restriction Nde1. Les constructions obtenues ont ensuite été 
transformées par électroporation dans la souche E.coli ORIGAMI (sections II.1.2.2 et II.1.1). Pour 
chacune des constructions, 4 colonies issues de la transformation servaient à inoculer 5 mL de LB 
supplémenté avec de la tétracycline (15µg/mL), placés sur la nuit à 37°C sous agitation. Le 
lendemain, cette préculture était diluée dans 50 mL final de LB contenant de la tétracycline avant 
d’être replacée sous agitation à 37°C, jusqu’à ce que la DO atteigne 0,5. A ce moment là, une fraction 
de la culture était transférée dans un tube neuf puis remise dans l’incubateur pour servir de témoin 
négatif non induit, tandis qu’1mM final d’isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) était ajouté 
dans le reste de la culture pour induire la production de la protéine d’intérêt. Après 4 heures 
d’incubation à 37°C, 40µL de chaque culture sont prélevés et servent à visualiser l’efficacité de 
l’induction sur gel d’acrylamide (section II.16.10.2). Le reste des cultures est centrifugé 10 min à 5000 
g puis les culots bactériens induits sont congelés à -80°C jusqu’à la purification des protéines.  
Pour la production de protéines marquées à l’azote15 (N
15
), une étape de préculture supplémentaire 
est requise. La préculture sur la nuit dans 5mL de LB est diluée le lendemain dans 50 mL de milieu M9 
(contenant la source de N15) qui serviront de préculture M9 sur une nuit supplémentaire. Les 50 mL 
de préculture servent alors à ensemencer un volume de 500 mL de milieu M9 avec une DO initiale de 
0,2. L’étape d’induction est identique à celle réalisée pour les protéines non marquées. 
 
II.16.2 Purification des protéines recombinantes à partir d’E.coli 
 
 Le culot congelé de bactéries induites (section II.16.1) est resuspendu dans 5 fois son poids 
en tampon de lyse, avant d’être soumis, sur glace à 6 sonications successives de 12 s avec 10s 
d’intervalle entre chacune. La sonde du sonicateur Soniprep 150 (MSE, Royaume Unis) vibre avec une 
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amplitude de 10 µm et une fréquence de 23KHz. Les échantillons sont ensuite centrifugés 20 min à 
10000g. Le surnageant est alors placé dans un tube contenant 500µL de billes HisPur Cobalt Resin 
(Pierce, Etats Unis), préalablement équilibrées avec un volume équivalent de tampon de lyse. Après 
1h d’incubation à 4°C dans un agitateur rotatif, la solution est placée dans une colonne de 
chromatographie (Polypropylene Columns, QIAGEN, Etats Unis). Quatre lavages successifs sont 
réalisés avec à chaque fois un volume équivalent à celui de la colonne de tampon de lavage. Pour 
finir, 6 élutions sont réalisées avec à chaque fois, la moitié du volume de la colonne en tampon 
d’élution : les 4 premières avec du tampon d’élution contenant 150mM d’imidazole et les deux 
dernières, 1M d’imidazole. Les deux dernières élutions étaient le plus souvent les plus concentrées 
en protéine d’intérêt et les plus pures.  
 
II.16.3 Purification de protéines recombinantes marquées à l’azote 15 (N
15
) à partir d’E.coli 
 
 Le protocole de purification utilisé est identique à celui mis au point pour les protéines non 
marquées (sectionII.16.2). 
 
II.16.4 Purification de protéines recombinantes à partir de levure 
 
 La souche de levure Pichia pastoris commerciale X-33 (Invitrogen, Etats Unis) a été choisie 
pour produire et purifier les protéines d’intérêt. La séquence codante des gènes d’intérêt a été 
clonée entre les sites de restriction EcoRI et NotI du site multiple de clonage des vecteurs pPICZα A, B 
et C. La transformation des levures, ainsi que la purification ont été réalisées conformément au 
protocole du fournisseur du kit « pPICZα A, B, and C  Pichia expression vectors for selection on 
Zeocin™ and purification of secreted, recombinant proteins » (Invitrogen, Etats Unis). 
 
II.16.5 Concentration des protéines purifiées et retrait de l’imidazole 
 
 Les protéines recombinantes purifiées sont obtenues dans un volume important de tampon 
d’élution contenant une quantité importante d’imidazole, ce qui est gênant pour les expériences 
ultérieures de caractérisation structurale (en RMN par exemple), mais qui diminue également la 
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solubilité de la protéine dans le tampon et qui risque de la faire précipiter au moment des 
décongélations. Une étape importante consiste donc à se débarrasser de l’imidazole et à augmenter 
la concentration de la protéine si nécessaire. Cette étape est réalisée en utilisant un Amicon Ultra 3K 
(Millipore, Etats Unis), petite unité de filtration comprenant deux membranes perméables 
uniquement aux molécules de poids moléculaire inférieur à 3kDa (l’imidazole passe à travers la 
membrane). Le changement de tampon et la concentration de l’échantillon ont été effectués 
conformément au protocole du fournisseur, en diluant, à chaque cycle, l’échantillon d’intérêt dans 3 
mL de tampon de resuspension (cf annexe) et en réduisant le volume de l’échantillon à 300 µL lors de 
chacune des centrifugations. Au moins 4 cycles de « dilution/concentration » étaient réalisés pour 
chaque échantillon, de sorte à réduire 10000 fois la concentration originelle de l’imidazole. Si le 
facteur de concentration finale n’était pas assez important (pour l’étude en RMN par exemple), à 
cause du volume mort de l’Amicon qui ne permet pas de réduire le volume de l’échantillon d’intérêt 
à moins de 250µL, un Microcon YM-10 (Millipore, Etats Unis) était utilisé conformément au protocole 
du fournisseur pour porter le volume de l’échantillon à 50µL.  
 
II.16.6 Dosage des protéines par la méthode de bradford 
 
 Une droite étalon est réalisée à l’aide à l’aide d’une solution de BSA (bovine serum albumin) 
de référence concentrée à 10mg/mL. La quantité adéquate de BSA est ajoutée à 95µL de réactif de 
Bradford, puis le volume est ajusté à 100µL avec de l’eau, puis laissé 10 min à température ambiante, 
avant de réaliser une courbe étalon donnant la corrélation entre la DO et la masse de BSA dans 
chacun des tubes. La courbe étalon comporte 9 points, obtenus pour des quantités de BSA de 0 ; 0,2 ; 
0,4 ; 0,6 ; 0,8 ; 1 ; 2 ; 3 ; 4µg. Les mesures de DO sont réalisées avec un nanodrop. Un microlitre de 
chaque échantillon protéique à doser est préparé de la même manière que les échantillons de BSA. 
Une mesure de DO est réalisée. Puis cette dernière est placée sur la courbe pour obtenir la masse de 
protéine associée. 
 
II.16.7 Test d’activité des protéines recombinantes purifiées, sur des protoplastes frais 
 
 Il a été démontré par Brière et ses collègues que des protoplastes de Nicotiana tabacum sont 
capables d’incorporer des anticorps par simple diffusion, du milieu vers le cytoplasme (Brière et al., 
2004). Des protoplastes de Nicotiana benthamiana sauvages et exprimant Rx ont été réalisés en 
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suivant le protocole décrit dans la section II.16.8. Cent cinquante microlitres de protoplastes ont été 
mélangés à 60 µL d’eau ou de tampon de resuspension des protéines purifiées (cf annexe) ou encore 
60µL de PVXCP4 fragment 6+18 purifié (à une concentration de 0,2µg/µL soit 12µg au total) et incubés 
une heure à l’obscurité, avant d’effectuer une coloration au bleu de Trypan (section II.16.9) et 
d’estimer le taux de survie des protoplastes dans les différentes conditions. 
 
II.16.8 Production de protoplastes de Nicotiana benthamiana 
 
 Des feuilles de N. benthamiana sont découpées en fines lamelles dans une boîte de pétri, à 
l’aide d’un scalpel, puis couvertes de 25 mL de tampon de digestion. La boîte est scellée avec du 
parafilm, puis placée à 30°C pendant 6 heures à l’obscurité. Après cette phase de digestion, la 
solution est centrifugée 5 min à 60 g dans 2 tubes Falcon 15mL. Une bande centrale verte contenant 
les protoplastes est clairement visible. Le surnageant est retiré, puis la phase supérieure de la bande 
verte, contenant les cellules intactes, est transférée délicatement dans un nouveau tube Falcon de 50 
mL à l’aide d’une pipette Pasteur. Les protoplastes sont alors lavés en ajoutant doucement 25 mL de 
milieu de culture de protoplaste. Une nouvelle centrifugation de 5 min à 60g est réalisée. L’anneau 
vert contenant les protoplastes est prélevé délicatement avec une pipette Pasteur pour être placé 
dans un nouveau tube de culture de 15 mL, avec un volume équivalent de milieu de culture de 
protoplaste. La qualité des protoplastes est vérifiée sous une loupe binoculaire MZFLIII (Leica, 
Allemagne).  
II.16.9 Coloration des protoplastes au bleu de Trypan 
 
 Les protoplastes sont préparés en suivant le protocole de la section II.16.8. Trente microlitres 
de protoplastes ont sont mélangés à 30µL de bleu de Trypan 0,4% préparé dans la solution de culture 
pour protoplaste (cf annexe). Le mix est incubé 5 min sur paillasse, avant d’ajouter 300µL de milieu 
de culture pour protoplaste et d’être centrifugé 5 min à 60g. Le surnageant est retiré, puis 300µL de 
milieu de culture sont à nouveau ajoutés. Le taux de survie est ensuite estimé sous une loupe 
binoculaire MZFLIII (Leica, Allemagne). 
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II.16.10 Analyse des protéines par western blot   
 
II.16.10.1 Extraction protéique 
 
 Cinq cent microgrammes de feuilles (agroinfiltrées avec la construction d’intérêt) sont broyés 
dans l’azote liquide et mélangés au tampon d’extraction (Laemmli 2X) (cf annexe) avant d’être 
chauffés 10 minutes à 100°C et homogénéisés régulièrement. La solution est immédiatement 
refroidie sur glace avant d’être centrifugée 10 minutes à 11000 g à 4°C. Le surnageant est alors 
prélevé et conservé à -20°C. 
 
II.16.10.2 Séparation des protéines extraites 
 
 Vingt cinq microlitres de chaque échantillon sont déposés sur un gel de concentration 
(stacking gel) (cf annexe) et mis à migrer à ampérage constant (25 mA par gel) dans du tampon de 
migration (cf annexe). Après quelques minutes de migration, les protéines pénètrent dans le gel de 
séparation (running gel) (cf annexe). Les protéines sont ensuite transférées sur une membrane PVDF 
(PolyVinyliDene Fluoride), dans du tampon de transfert (cf annexe), pendant 1 heure sous une 
tension constante de 100V.  
 
II.16.10.3 Saturation de la membrane et révélation  
 
 Après le transfert, le gel est coloré au Neuhoff (cf annexe), tandis que la membrane est lavée 
5min dans du TBS-T (cf annexe) avant d’être immergée dans du tampon de blocage (TBS-T + 5% de 
lait écrémé) durant 1 heure minimum. La membrane est lavée 2 fois 5 minutes dans du TBS-T avant 
d’être incubée avec l’anticorps primaire sous agitation à température ambiante. Cette étape 
d’incubation varie suivant l’anticorps primaire utilisé (cf tableau annexe). Après cette incubation, la 
membrane est lavée 4 fois 10 min avec du TBS-T, avant d’être immergée pour un temps variable dans 
la solution d’anticorps secondaire (couplé à la peroxydase du Raifort), qui varie également selon 
l’anticorps primaire utilisé (cf tableau annexe). Après cette incubation, la membrane est lavée 4 fois 
10 min dans du TBS-T, avant de réaliser une révélation par chemiluminescence en utilisant le kit 
Figure II-2 : Schéma simplifié du principe du dichroïsme circulaire 
a: Le dichroïsme circulaire repose sur la capacité d’un échantillon optiquement actif, d’absorber 
différemment la lumière polarisée circulairement droite et la lumière polarisée circulairement 
gauche. Le spectre dichroïque correspond à la différence d’absorbance entre ces deux types de 
lumière, pour chaque longueur d’onde.  
b: Dans le cas des protéines, l’utilisation du dichroïsme circulaire dans « l’UV lointain » (190-
250nm), permet de déterminer la proportion de chacun des types de structuration secondaire 
de la protéine d’intérêt. Ainsi, le spectre obtenu pour une protéine correspond à la somme des 
spectres obtenus à chacune des longueurs d’onde pour les 3 types de structures 
potentiellement présentes : hélices alpha, feuillets beta et structures enroulées (Coiled-coil) 
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ECL™ Western Blotting (GE Healthcare, Etats Unis). La détection du signal est réalisée par 
l’intermédiaire d’un GeneGnome5 (SYNGENE, Inde). 
 
II.16.11 Analyse structurale des protéines purifiées par la méthode du Dichroïsme Circulaire 
(CD) 
 
Principe :  
Le principe de cette technique repose sur le fait qu’une onde lumineuse comporte une 
composante de polarité circulaire gauche et une composante de polarité circulaire droite et que ces 
dernières sont différentiellement absorbées par un échantillon optiquement actif, une protéine dans 
le cas présent (figure II-2-a). Le spectre dichroïque correspond à la différence d’absorbance de ces 
deux types de lumière pour chaque longueur d’onde. L’absence de structuration régulière de 
l’échantillon résulte en une intensité de CD nulle, tandis que la présence d’une structuration 
ordonnée de l’échantillon résulte en un spectre comprenant des valeurs de CD positives et négatives. 
Dans le cas présent, l’utilisation du CD dans « l’UV lointain » (190-250nm), permet de déterminer la 
proportion de chacun des types de structuration secondaire de la protéine d’intérêt. A ces longueurs 
d’ondes, la liaison peptidique est l’élément optiquement actif et le signal dichroïque apparaît 
lorsqu’elle est située dans un environnement possédant une structuration régulière. Ainsi, aux 
hélices alpha, feuillets béta et structures enroulées (Coiled-coil) correspondent des spectres 
dichroïques avec une forme et une magnitude caractéristiques (figure II-2-b). 
 
Conditions expérimentales 
 L’acquisition des spectres de dichroïsme circulaire a été réalisée à 20 °C avec un 
spectropolarimètre équipé d’un système de contrôle de la température de type Peletier. Les 
échantillons protéiques étaient préparés dans du tampon phosphate, pH 6,8 comportant 250 mM de 
KCl. Une cuvette de quartz avec un trajet optique d’1 mm a été utilisée pour minimiser l’absorption. 
Les acquisitions ont été réalisées entre des longueurs d’onde de 200 et 300 nm, avec un pas d’1 nm 
(Huet et al., 2005)   
 
II.16.12 Analyse structurale des protéines purifiées par la méthode de la Résonance 
Magnétique Nucléaire (RMN) 
 
a) b) 
c) d) 
e) 
Figure II-3 : Schéma simplifié du principe de la RMN 
a) Dans le cas présent, la somme des moments 
magnétiques totaux des noyaux  est définie comme la 
magnétisation macroscopique, M. Lorsque les noyaux 
sont soumis à un champ magnétique constant, B0, M est 
orienté parallèlement à B0. b) L’application brève d’un 
champ magnétique B1, antiparallèle à B0, induit un 
basculement de M dans le plan xoy. c) Lors de la 
disparition du champ magnétique  B1, la magnétisation 
macroscopique M revient à l’équilibre en oscillant autour 
de l’axe z. d) Cette oscillation provoque un champ 
électromagnétique  qui est captée par une bobine 
suivant l’axe y. e) Le signal obtenu est alors converti en 
un spectre conventionnel, fonction d’une fréquence, 
grâce à la transformée de Fourier. 
Magnétisation 
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Principe : 
Seuls certains noyaux sont susceptibles de fournir une résonance, et les plus intéressants 
d’entre eux sont ceux possédant un spin non nul, I, égal à ½ comme le proton H
1
, le carbone C
13
, le 
phosphore P
31
, l’azote N
15 
ou le fluor F
19
. Soumis à un champ magnétique B0, ces noyaux de spin I 
non nul peuvent prendre 2 orientations par rapport à la direction de ce champ : la même direction, 
ils sont alors dans un état énergétique favorable α, ou une orientation antiparallèle, auquel cas 
ils sont dans un état énergétique défavorable. Un noyau peut être représenté par un vecteur de 
moment magnétique μ (avec une direction et une intensité). Ce moment magnétique tourne, 
autour d’un axe dirigé suivant la direction du champ appliqué B0 (figure II-3-a). La résonance 
consiste donc au passage des noyaux d’un état énergétique favorable α (suivant la direction B0) à 
un état énergétique défavorable β (antiparallèle à B0). Cette transition est induite par 
l’application ponctuelle d’un champ magnétique B1 perpendiculaire à B0 (Figure II-3-b). L’arrêt de 
l’application du champ magnétique B1 va permettre le retour à l’équilibre des noyaux, c’est le 
phénomène de relaxation (figure II-3-c). Au cours de ce phénomène, le moment magnétique 
nucléaire va revenir à l’équilibre en oscillant autour de l’axe, avec une fréquence dépendante du 
type de noyau d’intérêt et de l’environnement électronique de ce dernier (donc de la proximité 
des noyaux composant la molécule d’intérêt). L’oscillation des noyaux provoque un champ 
électromagnétique qui est capté par un récepteur situé suivant l’axe y. Le signal obtenu s’appelle 
une FID ou décroissance d’induction libre (Figure II-3-d) Ce signal n’est pas exploitable en tant 
que tel, c’est pourquoi il est transformé en fonction d’une fréquence. C’est la transformée de 
Fourier qui permet d’obtenir le spectre classique, présenté dans la figure II-3-e. 
 
Conditions expérimentales 
 Les spectres RMN ont été acquis à 20°C, à l’aide d’un spectromètre Bruker Avance 600, 
utilisant une cryosonde à triple résonnance. Toutes les expériences ont été conduites sur des 
échantillons de 50µL, en utilisant le système MATCHTM (Cortecnet). Les spectres ont été acquis à 
partir de protéines purifiées avec une concentration de 100mM, dans les conditions décrites dans la 
publication de Lefèvre et al., 2011. Tous les spectres acquis ont été visualisés et manipulés par 
l’intermédiaire du logiciel NMRView (version gratuite) (Lefevre et al., 2011). 
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II.17 Méthodes spécifiquement mises en œuvre dans le cadre de la 
recherche de gènes partenaires impliqués dans la résistance liée à Rx 
 
II.17.1 Construction de la banque d’ADNc 
 
 Le matériel végétal de départ a été généré en exprimant transitoirement le fragment 6+18 de 
la CP du PVXCP4 ou PVXHB dans 6 feuilles de Nicotiana tabacum et benthamiana exprimant Rx et 
sauvages âgés de 3 semaines (soit un total de 24 feuilles infiltrées). Des prélèvements de 2 feuilles 
pour chaque condition décrite ainsi que pour des tabacs sauvages et exprimant Rx non infiltrés ont 
été réalisés à T=0, 12h, 24h et 36h. Les 6,45g de feuilles récoltées ont servi à réaliser une extraction 
d’ARN totaux en suivant le protocole décrit dans la section II.3.2. Six cent microgrammes de ces ARN 
totaux ont été purifiés en suivant le protocole de RNA Cleanup du fournisseur du kit « RNeasy Midi 
Kit (QIAGEN, Etats Unis). La totalité des ARN totaux récupérés après le RNA cleanup a été utilisée 
pour réaliser une purification des ARN messagers conformément à la procédure du fournisseur du 
« Oligotex mRNA Mini Kit » (QIAGEN, Etats Unis). Après l’étape d’élution, 3,1µg d’ARNm ont été 
obtenus. Ces derniers ont alors été précipités (section II.11.2), pour réduire leur volume à 8µL en les 
resuspendant dans l’eau DEPC. Ces ARNm ont été utilisés dans leur intégralité pour synthétiser des 
ADNc double brin, portant le site de recombinaison attB2, avant d’ajouter par ligation le site attB1 
par ligation au niveau de leur extrémité 5’, conformément au protocole du fournisseur du 
CloneMiner™ cDNA Library Construction Kit (Invitrogen, Etats Unis). Les sites de recombinaison 
ajoutés sont nécessaires au clonage Gateway dans le vecteur d’entrée, le pDONR 222 (Invitrogen, 
Etats Unis) (figure II-1). Les ADNc ont été séparés en 2 tubes et un enrichissement en ADNc de 
longueur supérieure à 400pb ou à 1000pb a été réalisé en suivant les instructions fournies dans les 
kits de colonnes CHROMA SPIN-400 et CHROMA SPIN-1000 (Clontech, Etats Unis). Les ADNc ainsi 
sélectionnés ont été précipités (section  II.11.1) puis resuspendus dans 7,5 µL d’eau DEPC. Deux 
réactions de BP ont été réalisées selon le protocole du fournisseur du CloneMiner™ cDNA Library 
Construction Kit (Invitrogen, Etats Unis), l’une avec les ADNc enrichis en fragments de taille 
supérieure à 400pb et l’autre supérieure à 1kb. Les réactions de BP ont ensuite été dessalées par spin 
dialysis (section II.14.4) avant d’être transformées dans E.coli DH10β en suivant le protocole du 
CloneMiner™ cDNA Library Construction Kit (Invitrogen, Etats Unis). Une quantification du nombre 
de transformants a été réalisée, toujours conformément au protocole du fournisseur. Cette étape a 
permis de déterminer le volume de milieu de sélection des clones transformés, milieu semi-liquide 
« sea prep » (section II.1.3) supplémenté avec l’antibiotique de sélection à utiliser. Après 48 h de 
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croissance sans agitation à 30°C, la totalité de la culture « sea prep » a été centrifugée 30min à 
5000g. Une partie du culot bactérien a été resuspendu dans du glycérol 25% puis placée à -80°C, pour 
créer un échantillon de sauvegarde de chacune des 2  banques dans le vecteur pDONR 222. Le reste 
de chacun des culots a été utilisé pour réaliser des maxi préparations d’ADN (section II.4.2). L’ADN 
obtenu a été quantifié au nanodrop et sa qualité a été visualisée sur gel d’agarose 1%. Une fraction 
de la maxi préparation de la banque pDONR222 enrichi en inserts de plus de 1kb a été utilisée pour 
réaliser une réaction de LR, conformément au protocole fourni dans le ProQuest™ Two-Hybrid 
System (Invitrogen, Etats Unis), conduisant au transfert des inserts contenus originellement dans le 
vecteur pDONR222, vers le vecteur destination pDEST22. Après cette étape, le milieu réactionnel a 
été dessalé par spin dialysis (sectionII.14.4), avant d’être transformé dans les E. coli DH10β selon les 
recommandations du fournisseur. De manière identique à ce qui a été fait après l’étape de BP, une 
quantification du nombre de transformants a été réalisée, puis une sélection des clones transformés 
a été effectuée en milieu « sea prep » supplémenté avec 100µg/mL de gentamycine. Une fois encore, 
la totalité du milieu semi-liquide a été centrifugé et une partie du culot a été sauvegardée sous forme 
de stock glycérol. Une maxi préparation a été réalisée à partir du reste du culot bactérien. L’ADN 
obtenu a été quantifié au nanodrop et sa qualité a été visualisée sur gel d’agarose 1%.  
II.17.2 Transformation « à petite échelle » des levures à l’acétate de lithium (LiAc) 
 
 Une pré-culture dans 5mL de YPD est réalisée à partir d’une colonie isolée de MAV203. Après 
16 à 18 h d’incubation sous agitation à 30°C, cette pré-culture est diluée dans 50 mL de YPD afin 
d’obtenir une DO600nm d’environ 0,1. La culture est alors placée sous agitation durant 3h à 30°C 
jusqu’à l’obtention d’une DO600nm comprise entre 0,4 et 0,6, avant d’être centrifugée 5min à 700g. Le 
culot est lavé dans un volume d’eau stérile égal au volume de culture. Une nouvelle centrifugation de 
5min à 700g est réalisée. Le culot de levure est alors resuspendu dans 100 à 500 µL d’un mélange de 
TE 1X et de LiAc 1X stérile, pour rendre les cellules compétentes (ces cellules peuvent être 
conservées quelques heures dans cet état, sous la hotte avant d’être utilisées)(cf annexe).  
Cent nanogrammes du ou des plasmides à transformer sont placés puis mélangés dans un tube avec 
0,05 mg d’ADN carrier (ADN de sperme de Hareng, Clontech, Etats Unis). Cinquante microlitres de 
cellules compétentes sont alors ajoutés dans chaque tube, puis homogénéisés délicatement à la 
pipette, avant d’ajouter 300µL d’un mélange de PEG/TE 1X/ LiAc 1X, fraîchement réalisé. Les cellules 
sont alors mises à incuber 30 min sous agitation (200rpm) à 30°C. Ensuite, 40µL de diméthylsulfoxide 
(DMSO) sont ajoutés, avant d’homogénéiser délicatement les tubes par inversion et de les placer 
15min à 42°C. Après ce temps d’incubation, les tubes sont refroidis 2 min sur glace puis centrifugés 
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5s à 10000g. Le surnageant est alors retiré et le culot repris dans 500µL d’eau stérile. Cent microlitres 
de cellules transformées sont alors étalés sur milieu sélectif solide SC (Yeast Nitrogen Base) agar 
carencé en Leucine, Tryptophane, ou les deux, suivant le ou les plasmides intégré(s) dans les levures. 
Les boîtes sont ensuite placées 3 jours à 30°C pour permettre la croissance des clones d’intérêt 
transformés. Ce protocole dérive de celui fournit dans le kit « Proquest Two-Hybride System » 
(Invitrogen, Etats Unis). 
 
II.17.3 Transformation à l’acétate de lithium des levures « à l’échelle d’une banque »  
 
 La transformation des levures lors des expériences de crible double-hybride utilisant une 
banque d’ADNc a été réalisée conformément au protocole du fournisseur du kit « Proquest Two-
Hybride System » (Invitrogen, Etats Unis). Les cellules transformées sont étalées sur milieu sélectif 
YNB –Leu –Trp –His (-L-T-H) + la quantité d’inhibiteur de la synthèse de l’histidine 3-Amino-1,2,4-
triazole (3AT) déterminée au préalable et nécessaire pour supprimer l’autoactivation du système de 
sélection HIS3. Lors d’un tel crible, les colonies ayant poussé sont striées sur le même milieu de 
sélection -L-T-H pour s’assurer qu’il ne s’agit pas de faux positifs. 
 
II.17.3.1 Crible de la banque d’ADNc en double-hybride en levure 
 
La souche de levure MAV 203 (Invitrogen, Etats Unis) a été pré-transformée avec la construction 
PVXCP4 fragment 6+18 pDEST32, qui a servi d’appât (figure IV-1), en utilisant le protocole de 
transformation « à petite échelle » à l’acétate de lithium (LiAc) (section II.17.2). Quatre colonies 
issues de cette transformation, sélectionnées sur YNB-L ont été utilisées pour réaliser une 
cotransformation avec 100ng de la banque pDEST22 enrichie en insert de plus d’1kb toujours avec le 
protocole de transformation « à petite échelle » à l’acétate de lithium (LiAc) (section II.17.2). Huit 
colonies issues de cette cotransformation ont été utilisées pour évaluer le niveau d’autoactivation du 
système de sélection HIS3 liée à l’appât, et déterminer la quantité de 3AT à utiliser lors du crible. 
Dans cette optique, un drop test (section II.17.4) a été effectué avec les 8 clones sélectionnés, sur des 
boîtes contenant le milieu sélectif YNB -L-T-H, supplémenté avec différentes concentrations de 3 AT 
(0mM, 10mM, 25mM, 50mM et 75mM). La condition ne présentant pas d’autoactivation, pour une 
concentration de 3AT minimale a été choisie. Après cette étape, une transformation à l’acétate de 
lithium des levures « à l’échelle d’une banque » a été réalisée avec la banque d’ADNc pDEST32 à 
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partir de 4 colonies de levures pré-transformées avec l’appât. La procédure de sélection des clones 
positifs utilisée est celle fournie dans le kit ProQuest™ Two-Hybrid System (Invitrogen, Etats Unis). 
Les clones positifs ont été sélectionnés après 7 jours de croissance à 30°. 
II.17.4 Réalisation d’un drop test 
 
Pour une combinaison de protéines dont l’interaction doit être testée, trois colonies de 
levure issues d’une transformation à petite échelle (sectionII.17.2) ou du crible double-hybride d’une 
banque d’ADNc (section II.17.3.1) sont utilisées indépendamment pour réaliser 3 cultures sur une 
nuit dans le milieu liquide sélectif adapté (-L, -T ou -L-T). Les cultures atteignent généralement une 
DO de 1,4 et sont ensuite diluées avec de l’eau stérile pour obtenir une DO de 0,1. Une dilution en 
série est réalisée dans une plaque de culture comportant 96 puits de 1mL. Un coefficient de dilution 
de 10X sépare chacun des puits. La gamme de dilution obtenue est donc la suivante : 1X ; 10X ; 100X 
et 1000X. L’étape suivante consiste à prélever 3 µL de chaque puits à l’aide d’une pipette de 
précision multicanaux et de les déposer sous forme de gouttes bien circulaires sur milieu sélectif, 
supplémenté ou non en 3AT. Les boîtes sont laissées quelques minutes ouvertes sous la hotte, le 
temps pour les gouttes de sécher, avant d’être placées dans une étuve à 30°C entre 3 et 6 jours, 
suivant les affinités d’interaction attendues qui influencent  la vitesse de croissance.  
 
II.17.5 Expériences de Bimolecular fluorescence complementation (BiFC) 
 
Cette expérience permet de visualiser l’interaction entre deux protéines d’intérêt. Son 
principe est décrit dans la section IV.4.1.2. La séquence codante des gènes d’intérêt est clonée dans 
les quatre vecteurs pBiFC décrits dans la figure IV-7-b, en suivant le protocole de clonage Gateway de 
la section II.14. Chacune de ces constructions est transformée dans Agrobacterium tumefaciens 
C58C1 possédant le plasmide d’hypervirulence pCH32 (section II.1.1). Les colonies obtenues, ainsi 
que celle issue d’un clone codant l’inhibiteur de silencing P19 sont mises en culture dans du LB 
liquide supplémenté avec de la rifampicine et l’antibiotique dont la résistance est conférée par le 
vecteur. Ces cultures sont utilisées pour réaliser des infiltrations pour les 8 combinaisons de vecteurs 
possibles (cf annexe), en suivant le protocole de la section II.15. Dans le mélange infiltré, la DO600nm 
de chacun des clones Agrobacterium portant les constructions est de 0,3. Les plantes infiltrées sont 
placées 2 à 3 jours en chambre de culture (section II.2.3) avant d’observer les zones de feuilles 
infiltrées à l’aide d’un microscope confocale (LSM 710, Carl Zeiss, Allemagne). La YFP a été excitée 
   
Chapitre II : Matériel et Méthodes 
 
76 
 
avec un laser à argon, avec une longueur d’onde de 514 nm, tandis que l’émission de la YFP est 
détectée entre 520 et 560 nm. L’acquisition des images a été réalisée avec le logiciel ZEN. 
 
II.17.6 Silencing des gènes d’intérêt par la méthode du VIGS (Virus-Induced Gene silencing) 
 
Le protocol utilisé est basé sur celui publié en 2002 par Liu et ses collègues en 2002 (Liu et al., 
2002). Une séquence spécifique du gène à silencer a été amplifiée à l’aide des amorces présentées 
dans le tableau de l’annexe, puis clonée dans pGEM-T (Promega, Etats Unis, avant d’être excisée par 
digestion BamHI puis insérée dans le vecteur pTRV2 au niveau de ce même site de restriction. 
Chacune des constructions a été transformée dans Agrobactérium tumefaciens C58C1, pSOUP, puis 
co-infiltré avec la construction pTRV1  avec une DO de 0,2 pour chaque construction, dans une feuille 
de Nicotiana benthamiana sauvage ou exprimant Rx. Huit jours d’incubation étaient ensuite 
nécessaire pour la mise en place du silencing, avant d’exprimer transitoirement l’éliciteur viral ou 
inoculer la plante avec une souche virale du PVX (sections II.11.15 et II.17.7.2.2) (figure II-2). 
 
II.17.7 Silencing transitoire par agroinfiltration 
 
Une partie de la sequence codante du gène à silencer est clonée grâce au système Gateway® 
(section II.14) dans le vacteur de RNAi pAGRIKOLA (amorces présentées en annexe). La construction 
obtenue est utilisée pour transformer Agrobacterium tumefaciens C58C1, pCH32 (section II.1.1). Un 
clone d’Agrobacterium ainsi obtenu sert à trasformer de façon transitoire des plants de Nicotiana 
benthamiana ou tabacum âgés de 3 semaines (section II.15). Le silencing atteind un maximum 
d’efficacité 5 jours après infiltration.  
Le vecteur pAGRIKOLA, a été conçu et utilisé dans le cadre du projet ATOME (http://www-
urgv.versailles.inra.fr/atome/index.htm), et a généreusement été fournit par Claire Lurin, Directrice 
de Recherche, de l’équipe de génomique fonctionnelle d’Arabidopsis à l’URGV.  
II.17.8 Expression transitoire in planta, inductible à la dexaméthasone 
 
Les séquences codantes de la CP du PVXCP4, du PVXHB et de Rx ont été clonées grâce au 
système Gateway® (section II.14) dans le vecteur pB7mGW24, en réalisant une étape de LR 
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comportant 2 vecteurs d’entrée : pER-L4-pOp6-M22-R1,0, contenant le promoteur pOp6 inductible 
et le p207DONR contenant la séquence codante d’interêt. La construction obtenue est transformée 
dans Agrobacterium tumefaciens GV3101, PMP90 (section II.1.1), avant d’être coinfiltrée dans des 
plants de Nicotiana âgés de 3 semaines,  avec la construction pK7mGW24LHGR inséré dans la même 
souche d’Agrobacterium (section II.15). Avant infiltration, la DO de chaque clone Agro, est ajustée à 
0.1 dans le milieu d’infiltration. Quatre jours après infiltration, une solution de dexaméthasone 
concentrée à 20 µM est utilisée pour arroser les plantes tous les deux jours. Les vecteurs utilisés pour 
réaliser ces expériences ont été généreusement fournit par Pierre Chambrier, de l’équipe  
Morphogenèse florale, de l’ENS, de Lyon. 
 
II.17.9 Manipulation des souches virales 
 
II.17.9.1 Transcription in vitro  
 
Pour la transcription in vitro, le plasmide contenant la matrice est linéarisé par digestion avec 
l’enzyme de restriction KpnI  (section II.7). L’ARN transcrit in vitro est produit en utilisant la T7 ARN 
polymérase ADN dépendante (Invitrogen, Etats Unis). Ainsi, 2,5µg de plasmide linéarisé sont 
transcrits à 37°C pendant 25 minutes dans un mix réactionnel contenant 40 mM de Tris-HCl pH 8, 8 
mM de MgCl2, 2mM de spermidine, 25 mM NaCl, 5 mM DTT, 40 unités d’inhibiteur de RNase, 2 mM 
de chaque ATP, CTP et UTP, 0,2 mM de GTP, 0,5 mM de m7G(5’)ppp(5’)G (Biolabs, Etats Unis) et 250 
unités d’ARN polymérase (Invitrogen, Etats Unis). La concentration de GTP est ensuite ajustée à 2 
mM et la réaction est, de nouveau, incubée à 37°C pendant 40 minutes.  
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II.17.9.2 Inoculation des plantes 
 
II.17.9.2.1 Inoculation de transcrits in vitro  
 
 Les ARN sont transcrits in vitro en suivant la procédure décrite dans la section II.17.7.1. Les 
plants de N.benthamiana âgés d’1 mois, déjà inoculés deux semaines auparavant avec les souches du 
TRV utilisées pour le silencing, sont inoculées mécaniquement avec 10 µl de transcrits sur des feuilles 
auparavant saupoudrées de carborundum de 600 µm de diamètre (Merck KgaA, Darmstadt, 
Allemagne). Après l’inoculation, les feuilles sont rincées à l’eau. 
 
 
II.17.9.2.2 Inoculation de surnageant de broyat ou ‘’sap’’ 
 
Environ 100mg de feuilles sont prélevés sur des plantes infectées et broyées dans 4ml de tampon 
sodium phosphate (10mM NaH2PO4 dans l’eau, pH=7) en présence de sable de Fontainebleau. Les 
échantillons sont centrifugés 2 minutes à 850 g. Le surnageant est prélevé puis stocké en aliquots d’1 
mL à –80°C. 
Les plantes sont inoculées en utilisant le même protocole qu’avec les ARN viraux transcrits in vitro 
(section II.17.7.2.1). 
 
II.17.10  Transformation stable de Nicotiana benthamiana 
 
 Des transformations stables ont été réalisées en utilisant la méthode de transformation de 
disques foliaire puis de régénération de plante, à partir de Nicotiana benthamiana âgés d’un mois, en 
suivant le protocole de Clemente (Clemente, 2006). 
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Figure II-4 : Représentation schématique de la méthode d’identification de plantes porteuses de 
mutations dans un gène d’intérêt, par TILLING (Targeted Induced Local Lesions in genomes) 
Des graines sont traitées avec un agent hautement mutagène, l’EMS, avant d’être semées (graines 
M1). Pour chacune des plantes obtenues, 8 graines M2, formant une famille, sont semées afin de 
réaliser 3 semaines plus tard des extractions d’ADN génomique (ADNg). Les ADN extraient sont 
poolés dans des plaques 96 puits. La séquence exonique du gène d’intérêt est amplifiée et 
marquée à l’aide de fluorophores (étoiles rouges et vertes), par PCR. Dans les familles contenant 
une forme mutée du gène, les étapes de dénaturation/renaturation de la PCR induit la formation 
d’hétéroduplexes d’AND marqué. Le clivage de ces dernier, au niveau de leur mésappariement par 
l’enzyme EndoI, génère des fragments d’ADN marqués par un unique fluorophore. Les produits 
PCR digérés sont dénaturés puis mis à migrer sur un gel LICOR. Les produits de clivages sont 
détectés grâce à la visualisation d’un spot coloré dans un puits du gel, correspondant à un puits de 
la plaque pool. Enfin, une étape de déconvolution permet d’identifier la famille contenant la 
mutation, qui elle est identifiée par séquençage du produit PCR non digéré. 
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II.17.11 TILLING : Targeted Induced Local Lesions In Genomes (McCallum et al., 2000) 
 
Le TILLING est une méthode de génétique inverse qui consiste à identifier des mutations 
induites dans une population de graines via un traitement avec un puissant agent mutagène tel que  
l’EMS (Ethyl methanesulfonate). Ce traitement provoque ainsi des mutations ponctuelles affectant la 
séquence d’ADN génomique. Dans la très grande  majorité des cas, le changement d’une cytosine en 
thymine peut être observée, induisant une substitution de type C/G vers T/A, mais dans certains cas 
rares, une guanine peut être remplacée par une adénine résultant en une substitution G/C vers A/T. 
Les graines (M1) sont mises à germer puis les plantes résultantes sont autofécondées afin d’obtenir, 
dans la deuxième génération (famille M2), un quart des plantes issues d’une graine ayant subi une 
mutation d’intérêt, possédant cette mutation à l’état homozygote. Cette étape est réalisée dans le 
but de fixer les mutations et de permettre éventuellement l’obtention d’un phénotype identifiable 
renseignant ainsi sur la fonction du gène étudié. 
 
II.17.11.1 Extraction d’ADN et pooling 
 
 A l’heure actuelle, trois populations TILLING de Tomate, mises en place par Fabien Marcel, 
sont disponibles au laboratoire : M82, Red Setter et Best of all. Chacune d’entre elles diffère par 
l’écotype utilisé, ainsi que par la fréquence de mutation établie dans leur génome. Les deux 
populations exploitées au cours de ce travail de thèse sont M82 et Red Setter. Les extractions d’ADN 
ont été réalisées à partir de feuilles de 4 plantes pour chacune des 4759 familles M2 M82 et 5221 
familles M2 de Red Setter de tomates mutagénéisées.  Douze disques foliaires ont été prélevés par 
famille puis placés dans un des puits d’une plaque 96 (Strips of 8 attached 1.1 mL Micro TubesTM in 
MicroRacksTM, National Scientific). L’ADN génomique a été extrait à l’aide du 96 DNeasy Plant Kit 
(Qiagen, France). Le volume total d’élution était de 400 µL. Les ADN ont ensuite été poolés. Chacune 
des colonnes d’une plaque d’extraction a été poolée, de sorte à obtenir une ligne dans laquelle 
chaque puits contient l’ADN de huit familles. 
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II.17.11.2 Définition des cibles 
 
 Une cible doit posséder une taille comprise entre 600 pb et 1500 pb et contenir le maximum 
de la partie codante du gène étudié. L’amplification de la cible a eu lieu en deux temps, une première 
étape avec des oligonucléotides spécifiques du gène étudié, puis une deuxième amplification dite 
« nested », avec des amorces internes à celles de la première PCR, auxquelles sont rajoutées des 
queues M13. Lors de la deuxième PCR, des oligonucléotides M13 marqués à l’aide d’un fluorophore 
sont ajoutés au milieu pour permettre de détecter les mutations sur séquenceur. Les amorces ont 
été dessinées comme suit : 
amorce Forward externe : 5’-séquence spécifique-3’ 
amorce Reverse externe : 5’-séquence spécifique-3’ 
amorce Forward interne : 5’-CACGACGTTGTAAAACGAC séquence spécifique-3’ 
amorce Reverse interne : 5’-GGATAACAATTTCACACAGG séquence spécifique-3’ 
La première amplification a eu lieu à partir de 2,5 µL d’ADN du pool suivant les conditions décrites 
dans l’annexe, pendant 30 cycles. 
La deuxième amplification, à partir d’1 µL de la première réaction, a eu lieu suivant les mêmes 
conditions, excepté le fait que les oligonucléotides M13 ont été ajoutés au mix. La réaction a eu lieu 
pendant 10 cycles suivant les températures d’hybridation des amorces spécifiques avec la queue 
M13, puis pendant 25 cycles à 50°C afin d’hybrider les amorces M13 marquées sur la queue M13 
contenue sur les amorces spécifiques de la deuxième amplification. 
Séquence des amorces M13 marquées : 
M13F700 : 5’-CACGACGTTGTAAAACGAC-3’ 
M13R800 : 5’-GGATAACAATTTCACACAGG-3’ 
 
II.17.11.3 Digestion et purification des produits PCR 
 
 L’enzyme EndoI permet de reconnaitre les mésappariements présents dans l’ADN double 
brin, issu de l’appariement entre deux molécules possédant un polymorphisme d’un  ou plusieurs 
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nucléotide(s) lors de la dernière étape de la PCR (Triques et al., 2007). L’enzyme clive ainsi à l’endroit 
précis où l’ADN n’est pas apparié. 
 La digestion a lieu selon les conditions suivantes : 
- Produit PCR                                             60 ng 
- Tampon de réaction 10 X                     3 µL 
- Endo 1               3 µL 
- H2O                                                          qsp 30 µL 
Le mix est mis à incuber 20 min à 45 °C, puis la réaction est stoppée grâce à l’ajout de 5 µL d’EDTA 
0,15 M à 4 °C. Les produits de digestion sont alors été purifiés sur colonnes de Sephadex 
(SephadexTM G-50 Superfine, GE Healthcare, Grande Bretagne) puis placés dans un Speed Vac 
pendant une heure afin de les concentrer par évaporation, à 65° à l’abri de la lumière. 
 
II.17.11.4 Dépôt sur gel d’acrylamide 
 
 Un gel d’acrylamide est coulé : 
- 17.5 mL d’acrylamide KB + LICOR 6.5 % 
- 196 µL APS 10 % 
- 19,6 µL TEMED 
Au total, 0,6 µL de chacun des produits de digestion purifiés et concentrés sont déposés sur le gel. La 
migration a eu lieu dans du TBE 1 X selon les paramètres suivants : 1500 V, 40 W, 40 mA, et  45 °C. 
Après migration, les gels sont analysés pour repérer les produits de digestion, signes de la présence 
d’une mutation dans l’ADN d’au moins un des individus du pool de 8 familles. Une étape de 
déconvolution est ensuite nécessaire pour identifier la famille comportant la ou les plantes mutée(s) 
dans le gène d’intérêt. Cette étape est similaire au crible des pools, hors-mi le fait que les 
amplifications PCR sont réalisées pour chaque mutation à partir de l’ADNg issu de chacune des 8 
familles ayant servi à constituer le puits du pool identifié lors du crible.  
Il arrive qu’une mutation ne soit pas retrouvée directement lors de la déconvolution. Cela se produit 
lorsque la ou les plante(s) de la famille portant la mutation sont homozygotes pour la mutation. La 
conséquence est l’absence de formation d’hétéroduplexe d’ADN et nécessite la présence de la 
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séquence sauvage dans le mix d’ADNg servant de matrice. Une étape supplémentaire, dite de 
génotypage est alors réalisée. Elle consiste à mélanger, volume à volume, le produit de la PCR nested 
marqué des familles d’intérêt avec le produit d’une PCR identique réalisée à partir de l’ADNg d’une 
plante sauvage avant de réaliser une étape de dénaturation/renaturation.Pour cette étape, 7,5µL du 
mix d’ADNs venant d’être réalisé sont dénaturés 10 min à 94°C, puis la température est abaissée 
jusqu’à 8°C, avec une décroissance de 0,1°C par seconde, de sorte à favoriser la formation des 
hétéroduplexes d’ADN mutant/sauvage. S’en suivent une étape de digestion EndoI, une 
concentration et une migration sur gel d’acrylamide comme décrites ci-dessus. 
Environ 20 graines de la famille identifiée pour chacune des mutations sont alors semées, puis 1 
feuille de chacune des plantes est prélevée 3 semaines après semis pour réaliser une extraction 
d’ADNg nécessaire à une nouvelle étape de génotypage afin de tenter d’observer la présence d’un 
éventuel phénotype associé à l’état  homozygote  de la mutation. 
II.17.12    Prédiction par SIFT 
 
 Le programme SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) (http://blocks.fhcrc.org/sift/SIFT.html) 
est un algorithme permettant d’analyser l’impact sur la protéine codée d’une mutation identifiée 
dans un gène. En se basant sur l’analyse de plusieurs homologues d’une protéine, identifiés par 
BLAST, ce programme va en effet, suivant l’occurrence chez les différentes protéines considérées de 
l’acide aminé identifié comme muté, indiquer si cette mutation peut avoir un impact sur la fonction 
de la protéine. Le résultat est  purement putatif mais peut donner une indication sur la probabilité 
d’obtention d’un phénotype chez une lignée mutante. Une mutation tolérée aura ainsi peu de 
probabilité d’aboutir à un phénotype intéressant tandis qu’une mutation non tolérée, identifiée dans 
un site très conservé de la protéine donc dans un domaine potentiellement très important pour son 
activité, a de grande chance de produire un phénotype intéressant. Un score est attribué à chaque 
prédiction. Ce dernier représente le pourcentage d’occurrence de la mutation d’intérêt dans les 
protéines les plus proches identifiées par blast. Un score inférieur à 0,05 est de bonne augure car il 
signifie qu’une mutation similaire est retrouvée dans moins de 5% des cas dans les protéines déjà 
connues. 
 
   
Chapitre II : Matériel et Méthodes 
 
83 
 
II.17.13 Expériences de biolistique 
 
II.17.13.1 Purification des plasmides à bombarder 
 
 Les constructions bombardées ont été réalisées durant le stage post doctoral d’Abdelhafid 
Bendhamane, mais n’ont pas été publiées (cf annexe). Le rendement des expériences de 
bombardement est grandement dépendant de la quantité, la qualité des ADN et est d’autant plus 
efficace lorsque l’ADN est sous forme super enroulée (communication personnelle d’Abdelhafid 
Bendhamane). Pour répondre à ces critères, l’ADN plasmidique a donc été purifié sur gradient de 
chlorure de césium (section II.4.3). 
 
II.17.13.2 Précipitation de l’ADN sur les billes d’or 
 
Des billes d’or de diamètre 1µm (165-2263, BIO-RAD, Etats Unis) sont utilisées comme microcarriers 
pour faire rentrer l’ADN plasmidique dans les cellules végétales. Pour un échantillon, 10mg de billes 
d’or sont pesés dans un tube eppendorf, puis sont ajoutés 20µg d’ADN ultra pur préalablement 
mélangés avec 10µL de tampon de dilution 10X dans un volume final de 100µL. Lors de l’étape 
suivante, 100µL de spermidine 0,1M (filtrée) sont ajoutés puis le tube est vortexé. Cent microlitres de 
poly-éthylène-glycol (PEG) 25% sont ajoutés pour faciliter l’agrégation des microparticules, avant 
d’ajouter 100µL de Chlorure de calcium (CaCl2) 2,5M (filtré). Le tube est vortexé puis mis à incuber 
10 min à température ambiante, avant d’être centrifugé 10s à 10000g pour sédimenter les billes. Le 
surnageant est alors jeté et le culot est resuspendu à la pipette dans 500 µL d’éthanol 100% à -20°C 
puis le tube est vortexé 2 min. A partir de cette étape, les tubes sont conservés dans un block froid -
20°C. Une centrifugation de 10 s à 10000g est réalisée, avant de retirer le surnageant et de 
resuspendre à nouveau le culot à la pipette dans 500µL d’éthanol 100%. L’opération est répété 4 fois, 
avant de resuspendre le culot de billes couvertes d’ADN dans 160µL d’éthanol 100% et de les 
conserver à -20°C jusqu’au bombardement. 
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II.17.13.3 Bombardements 
 
 Les bombardements sont réalisés conformément au protocole du fournisseur, à l’aide de la 
machine « Biolistic® PDS-1000/He Particle Delivery System » (BIO-RAD, Etats Unis). Pour chaque tir, 
6µL de billes sont préalablement déposés sur le macrocarrier. Les tirs sont effectués sur la face 
supérieure de feuilles détachées, de tomate ou de tabac (sections II.2.1 et II.2.2). Les feuilles sont 
posées sur du papier Wathman imprégné d’eau, dans des boîtes de pétri qui sont scellées avec du 
parafilm après les tirs, puis placées 48h à l’obscurité dans une rotonde dans les conditions suivantes : 
16 h à 23°C, 8h à19°C. Un test de coloration GUS est ensuite réalisé sur ces feuilles (section 
II.17.11.4). 
  
II.17.13.4 Coloration GUS 
 
 Les plasmides bombardés portent le gène codant la -glucuronidase, enzyme capable de 
catalyser la réaction de dégradation d’un substrat, le X-Gluc (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-
Glucuronic acid), pour créer un composé insoluble bleu. Un test GUS est réalisé sur les feuilles 
bombardées, soit pour voir si le bombardement a été efficace grâce au témoin pCAMBIA 35S :GUS (cf 
annexe), soit pour tester la capacité des souches virales codées par les constructions pBIN19 TXS et 
HB (cf annexe) à infecter les plantes étudiées. Des disques foliaires sont découpés à l’aide d’un 
emporte-pièce au niveau de la zone bombardée sur les feuilles d’intérêt. Ces derniers sont placés 
dans une plaque 6 puits de culture cellulaire Cellstar standard (Greiner Bio-One, Allemagne) et 
couverts avec 3mL de solution de coloration X-Gluc (cf annexe). Les plaques sont alors placées à l’abri 
de la lumière dans une cloche à vide. Le vide est fait pendant 15 min puis cassé délicatement. 
L’opération est répétée une fois pour s’assurer de l’infiltration complète de la feuille par la solution 
de coloration. Les plaques sont ensuite scellées avec du parafilm, puis placées sous légère agitation 
dans une étuve à 37°C pendant 16h pour permettre le clivage du X-Gluc, donc l’apparition de la 
coloration. Après la phase de coloration, une étape de décoloration des disques foliaires est 
nécessaire pour en éliminer la chlorophylle et pouvoir observer la coloration bleue. La solution de 
coloration est donc remplacée par de l’éthanol 75%, puis les plaques sont placées sous agitation 
pendant 15min pour amorcer la déshydratation des échantillons. Au bout de ce temps d’incubation, 
l’éthanol 75% est renouvelé et l’incubation est réitérée. Lors de la phase suivante, l’éthanol 75% est 
remplacé par de l’éthanol 100% avant de faire une nouvelle incubation de 15 min. Après cette étape, 
l’éthanol 100% est renouvelé une dernière fois et les plaques sont replacées sous agitation jusqu'à ce 
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que la chlorophylle ait totalement disparu des disques foliaires. L’observation de la coloration est 
alors effectuée sous une loupe binoculaire MZFLIII (Leica, Allemagne). 
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Chapitre III Caractérisation structurale de l’éliciteur viral du PVX 
 
III.1 Introduction 
 
 Le pathosystème Rx / PVX obéit au modèle de résistance gène pour gène développé par Flor 
en 1942 (Flor, 1942). Dans ce cas, le gène de résistance Rx code une protéine assimilée à un 
récepteur intracellulaire, capable de reconnaître de manière spécifique la protéine d’avirulence du 
PVX, sa protéine de capside (CP). Les travaux antérieurs tendent à montrer que la reconnaissance et 
la réponse de résistance représentent deux étapes bien distinctes (Staskawicz et al., 1995; 
Bendahmane et al., 1999). En effet, l’étape de reconnaissance, qui implique une interaction directe 
ou indirecte entre la CP du PVX et le produit du gène de résistance Rx, présente un très haut niveau 
de spécificité tandis que la réponse antivirale, qu’elle va déclencher, est à large spectre et non 
spécifique du virus reconnu (Kohm et al., 1993; Bendahmane et al., 1995).  
Si la plupart des gènes de résistance de la famille des CC-NBS-LRR déclenchent une résistance faisant 
intervenir la réponse hypersensible (HR), le gène Rx, quant à lui, fait intervenir une réponse atypique 
dénommée résistance extrême (ER) (Tozzini et al., 1991; Kohm et al., 1993; Bendahmane et al., 
1999). L’inoculation de plantes transgéniques exprimant Rx avec la grande majorité des souches 
virales du PVX, déclenche une résistance asymptomatique, qui rend très rapidement le virus 
indétectable dans les feuilles ou protoplastes inoculés (Adams et al., 1986; Saladrigas et al., 1990; 
Ritter et al., 1991; Tozzini et al., 1991; Bendahmane et al., 1999; Bendahmane et al., 2000). Chez ces 
mêmes plantes, des études de surexpression transitoire de la CP du PVX ont mis en évidence la 
capacité du gène Rx à déclencher une réaction de HR, se caractérisant par la mise en place d’une 
mort cellulaire programmée au niveau de la zone de la feuille agroinfiltrée (Bendahmane et al., 
1999). Cependant, dans les conditions naturelles, un tel phénotype n’est pas observable puisqu’il 
semblerait que l’extrême résistance soit épistatique sur la HR (Bendahmane et al., 1999). 
Le gène de résistance Rx confère une résistance très efficace vis-à-vis du PVX, tant au point de vue du 
niveau de la résistance que procure la résistance extrême qu’au niveau de la spécificité de résistance. 
En effet, à cette date, une souche unique a été décrite comme ayant la capacité de contourner cette 
résistance : la souche PVXHB (Moreira et al., 1980; Querci et al., 1993). Des analyses par mutation de 
la protéine de capside de la souche avirulente PVXCP4 ont permis de mettre en évidence le rôle 
majeur de l’acide aminé conservé, codant une thréonine en position 121. En effet, le simple 
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remplacement de cet acide aminé par une lysine (mutation T121K), tel que c’est le cas chez la souche 
virulente PVXHB, suffit à abolir la reconnaissance de la CP de la  souche virale avirulente par Rx, donc à 
la convertir en souche virulente chez la pomme de terre (Goulden et al., 1993). De plus, il a été mis 
en évidence que les souches du PVX portant uniquement la mutation T121K présentent un pouvoir 
infectieux et un mouvement cellule à cellule sévèrement affectés lors de l’infection de plantes hôtes 
sensibles. Cependant, il apparait que les effets délétères de cette mutation puissent être estompés 
par la présence d’une seconde mutation, elle aussi présente chez la souche PVXHB, R127K, restaurant 
ainsi le pouvoir pathogène des variants portant la mutation T121K et permettant également de 
contourner la résistance liée à Rx (Goulden et al., 1993). 
Au cours des trois années qui ont précédé mon arrivée au laboratoire, une étudiante en thèse, 
Isabelle Baurès, a tenté de caractériser plus finement les mécanismes impliqués dans la spécificité de 
reconnaissance de la CP du PVX par le gène de résistance Rx. Dans cette optique, elle a réalisé des 
séries d’inoculations de variants de la souche virale avirulente PVXCP4, comportant différentes 
combinaisons d’acides aminés au niveau des deux positions clés 121 et 127. Les neuf variants utilisés, 
générés par mutagénèse dirigée par A. Bendahmane, étaient les suivants : PVXCP4-SK, PVXCP4-VK, PVXCP4-
PK, PVXCP4-RK, PVXCP4-KK, PVXCP4-SR, PVXCP4-VR, PVXCP4-PR et PVXCP4-RR. L’inoculation de ces souches virales sur 
des plants de tabacs transgéniques pour Rx a permis de montrer que deux de ces souches 
contournent partiellement la résistance liée à Rx (Baures et al., 2008). En effet, la souche PVXCP4-RR 
induit  l’apparition de petites tâches nécrotiques uniquement au niveau de la feuille inoculée. Cette 
souche est donc capable de réaliser un mouvement de cellule à cellule dans cette feuille, mais est 
cependant dénuée de la capacité à coloniser la plante de manière systémique. La souche PVXCP4-PR, 
est quant à elle capable d’infecter la totalité de la plante mais continue également à induire 
légèrement la résistance liée à Rx, ce qui se caractérise par l’apparition de petits spots nécrotiques 
sur la surface de la feuille inoculée mais également des feuilles systémiques. Ainsi les phénotypes 
observés avec ces deux souches virales tendent à approcher le phénotype de nécrose systémique lié 
au contournement partiel de la résistance médiée par Rx rencontré lors de l’inoculation de la souche 
PVXHB, chez le tabac exprimant Rx (Baures et al., 2008). 
Parallèlement à ce travail, Isabelle Baurès a également testé la capacité d’autres virus, appartenant à 
la famille des Flexiviridae, à déclencher la résistance liée à Rx. Ainsi, un crible consistant en 
l’inoculation de 17 souches virales différentes appartenant aux Potexvirus, Carlavirus et aux Vitivirus, 
sur des plants de N. benthamiana sauvages ou transgéniques pour Rx, a permis de mettre en 
évidence que quatre autres Potexvirus sont capables de déclencher la résistance liée à Rx : 
Cymbidium mosaic virus (CymMV), Narcissus mosaic virus (NMV), Viola mottle virus (VmoV) et White 
clover mosaic virus (WClMV). L’absence de séquence connue pour le VmoV a contraint Isabelle 
   
Lukashina et al., 2012 
Figure III-1 : Représentation de la structure tridimensionnelle de la protéine de capside du 
PVX, dans un virion. 
 
Le domaine de reconnaissance de l’ARN (RRM pour RNA-recognition motif) est composé de 
β3, α6, β4, β5 et α7. L’axe longitudinal du virion est situé sur la gauche et le RRM sur le 
dessus. Les hélices α sont représentées par des cylindres, tandis que les feuillets β sont 
schématisés par des flèches, à l’exception du feuillet β2. Les extrémités N- et C-terminales 
sont également indiquées. Les acides aminés 121 et 127 sont situés dans l’hélice α5. 
Figure III-14 : Exemples de spectres 2D obtenus pour le fragment 6+18 du PVXCP4 
a : Spectre NOESY (Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy) obtenu avec un échantillon correspondant à 
la protéine PVX CP4 fgt6+18 concentré à 100mM dans du tampon phosphate pH6,4 + 250 mM de KCl. La 
concentration protéique est trop faible pour avoir une image exploitable. 
b : Spectre COSY (Correlation Spectroscopy) obtenu avec le même échantillon que le spectre présenté en 
a. Le même problème de concentration protéique limitante se pose.  
Dans les deux cas, les déplacements chimiques observés ne dépassent pas les 8,6 ppm, ce qui conforte 
l’idée que la protéine étudiée ne comporte pas de structuration tertiaire forte. 
 
a 
b 
Chapitre III: Caractérisation structurale de l’éliciteur viral du PVX 
 
88 
 
Baurès à abandonner l’étude de ce dernier. Elle a cependant pu démontrer que l’éliciteur de la 
résistance liée à Rx chez les trois autres virus est la CP puisque la surexpression transitoire de ces CP 
chez des plants de N. tabacum exprimant Rx induit une mort cellulaire. L’étude de la séquence 
primaire des protéines de capside de ces différents virus a montré qu’elles comportent toutes les 
trois une Thréonine en position 121, tel que c’est le cas dans la souche avirulente PVXCP4, ce qui 
renforce  l’idée que cet acide aminé joue un rôle clé dans la reconnaissance de la CP par le produit du 
gène Rx. Cependant les études comparatives de la séquence de chacune de ces trois CP avec celles 
des souches PVXCP4 et PVXHB, ont montré qu’il n’existait qu’une faible identité de séquence (30 à 
40%) entre ces protéines et surtout, qu’elles ne présentaient pas de manière évidente de motifs 
protéiques conservés. Ce  constat a même été renforcé récemment, par des travaux réalisés à 
Bordeaux dans le laboratoire de Thierry Candresse, qui ont montré que la protéine de capside d’un 
autre Potexvirus, le Pepino mosaic virus est, elle aussi, capable de déclencher la résistance médiée 
par Rx et que l’apparition d’une simple mutation de l’acide aminé en position 78 (A78T) ou 99 (G99S) 
est corrélée à l’acquisition de la capacité de ces nouvelles souches à contourner cette résistance 
(Candresse et al., 2010).  
De ces observations, a découlé l’hypothèse selon laquelle, la détection de la protéine de capside du 
PVX par le produit du gène de résistance Rx ne se fait pas suite à la reconnaissance d’une séquence 
spécifique d’acides aminés, mais repose plutôt sur la reconnaissance d’une structure 
tridimensionnelle. Cette structuration pourrait être intrinsèquement liée à la combinaison des acides 
aminés portés aux positions 121 et 127 et serait donc différente chez une CP élicitrice et une CP non-
élicitrice. Il pourrait aussi exister une structure commune aux CPs, qu’elles soient élicitrices ou non, 
permettant l’exposition du couple d’acides aminés clés à la surface de la CP. Cependant cette 
hypothèse semble pour le moment moins probable car des données, obtenues par bombardement 
de la CP au tritium, semblent indiquer que l’acide aminé en position 121 n’est pas situé à la surface 
de la protéine (Nemykh et al., 2007; Lukashina et al., 2012). De plus il semble  que l’acide aminé en 
position 127 soit un peu mieux exposé au bombardement avec du tritium, donc plus proche de la 
surface de la protéine de capside (figure III-1). Cependant, ces informations sont à nuancer 
puisqu’elles ont été obtenues à partir de préparation de virions, donc de CPs assemblées, ces 
dernières pouvant peut être adopter une conformation différente à l’état isolé. En effet, cette 
hypothèse est renforcée par le fait que la mise en présence des virions purifiés avec la protéine de 
mouvement TGBp1, avant bombardement, induit une baisse d’environ 60% d’incorporation de 
tritium au niveau de la lysine 127 de la CP. Sachant, que l’interaction entre les CP d’un virion et 
TGBp1 est supposé entrainer la dissociation de la capside virale et permettre l’initiation de la 
traduction de l’ARN viral, cette observation supporterait, de manière assez inattendue, qu’à l’état 
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isolé, l’hélice α5, portant les acides aminés 121 et 127 serait moins superficielle que dans le virion, ou 
que la liaison de TGBP1 occulte en partie la lysine 127 (Zayakina et al., 2008; Lukashina et al., 2009). 
 
C’est de cette hypothèse, de l’intervention d’une structure tridimensionnelle dans la reconnaissance 
de la CP par le produit du gène Rx, qu’est né mon sujet de thèse originel, dénommé : « Analyse des 
caractéristiques structurales de l’éliciteur viral impliqué dans la résistance, liée à Rx, chez les plantes 
cultivées ». Le but de ce travail était de produire et de purifier la protéine de capside de souches 
virales avirulente et virulente, de les comparer après avoir déterminé leur structure 
tridimensionnelle, de sorte à trouver le déterminant structural impliqué dans la reconnaissance par 
le produit du gène Rx. Dans ce chapitre, vont être décrits la démarche suivie, ainsi que les résultats 
obtenus. 
 
III.2 Résultats  
 
III.2.1 Recherche de l’éliciteur minimal  
 
A l’origine du projet, la structure de la CP de deux souches du PVX, l’une avirulente PVXCP4, 
l’autre virulente PVXHB ainsi que la structure de trois souches du PepMV, l’une avirulente PepMVWT 
(PepMV0632) et deux virulentes, PepMVA78T et PepMVG99S (Candresse et al., 2010) devait être 
déterminée grâce à la combinaison de quatre techniques de spectroscopie avant de pouvoir les 
comparer les unes aux autres. L’utilisation du Dichroïsme Circulaire (CD) devait permettre de 
visualiser les proportions des différentes structures secondaires au sein de la protéine de capside. 
L’utilisation de la spectroscopie Raman et de la Fluorescence devait permettre de visualiser la 
position relative des tryptophanes dans les CP. La position relative des différentes structures 
secondaires, dans lesquelles ces acides aminés sont inclus, peut être déduite après intégration des 
données de CD. Et pour finir, une image de la structure tertiaire des différentes protéines devait être 
obtenue grâce à l’utilisation de la Résonance Magnétique Nucléaire (RMN).  
Dans le but de faciliter les expériences de spectroscopie, et plus particulièrement le traitement des 
données obtenues en RMN qui devient vraiment laborieux pour des protéines de plus de 200 acides 
aminés, il convenait de réduire la taille de la protéine élicitrice à purifier. Dans ce but, la démarche 
qu’avait déjà initiée Isabelle Baurès sur les CP du WClMV, du NMV et du CymMV durant sa thèse a 
Figure III-2 : Recherche de l’éliciteur minimal chez trois Potexvirus avirulents : le WClMV, le 
NMV et le CymMV (extrait du doctorat d’Isabelle Baurès) 
a : Représentation schématique du fragment 6 déterminé par Isabelle Baurès sur la CP des 3 
Potexvirus, en comparaison avec celle du PVX. 
b : Test de l’activité élicitrice par expression transitoire du fragment 6 de la CP des 3 Potexvirus 
chez Nicotiana tabacum. Les photos des symptômes de HR ont été prises 3 jours post-
infiltration. 
a 
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Figure III-3 : Recherche de l’éliciteur 
minimal du PVXCP4 
 
        a : Schématisation des différentes 
délétions réalisées sur la séquence de 
la CP du PVX 
 
         b : Expression transitoire des 
différents fragments de la protéine de 
capside de la souche avirulente PVXCP4 
chez des Nicotiana tabacum sauvages 
ou exprimant  le gène Rx1 
 
Les photos ont été prises 3 jours post- 
infiltration. 
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Figure III-4 : Recherche de l’éliciteur minimal du WClMV 
 
a : Prédiction des structures secondaires présentes dans la fragment 6 de la CP du WClMV 
à l’aide du logiciel Predator (http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/Interfaces 
/predator-simple.html). Les délétions réalisées pour supprimer une à une les hélices alpha 
prédites dans ce fragment sont symbolisées par des double-flèches.  
 
b : Test de l’activité élicitrice des fragments issus des délétions réalisées sur le fragment 6 
de la CP du WClMV. Les exemples présentés ici sont représentatif de l’absence de 
symptômes qui a pu être observée lors de l’expression transitoire de tous les fragments 
chez les plants de Nicotiana tabacum sauvages et exprimant Rx. Les photos ont été prises 
3 jours après infiltration. 
B 
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été poursuivie. Elle avait débuté le clonage de fragments de délétion de la CP de ces virus dans un 
vecteur binaire ainsi que la surexpression transitoire dans des plantes de Nicotiana exprimant Rx 
(figure III-2a). Les délétions ont été réalisées à partir du fragment minimal éliciteur de 110 acides 
aminés identifié par Abdelhafid Bendahmane pour la CP du PVX (Bendahmane et al., 1995). Pour le 
PVX, celles-ci correspondaient soit à la suppression des 20 premiers acides aminés du domaine N-
terminal, soit à la suppression des 12 acides aminés suivant le domaine comportant les acides aminés 
121 et 127, soit les deux. Les délétions réalisées sur la CP des autres virus ont été calquées sur ce qui 
a été fait pour le PVX, en se référant à l’alignement de leurs séquences respectives à celle du PVX. 
Grâce à cette stratégie, elle a pu mettre en évidence, pour deux de ces trois virus, qu’un fragment de 
la CP de 91 acides aminés, le fragment 6, comprenant l’équivalent des positions 121 et 127 était 
suffisant pour déclencher une réponse hypersensible liée à Rx (figure III-2b). Ce travail auquel j’ai 
contribué a pu être mis en valeur dans une publication, dans la revue MPMI (cf annexe).Des 
délétions identiques ont donc été réalisées sur la protéine de capside du PVX. L’unique différence 
était technique avec l’emploi d’un autre type de vecteur binaire. Les anciennes expériences de 
surexpression nécessitaient au préalable un clonage de la séquence codante d’intérêt dans le vecteur 
pBIN61, tandis que les nouvelles constructions ont été réalisées grâce au système de clonage 
Gateway dans des vecteurs permettant l’ajout, si nécessaire, d’une étiquette (hexahistidine, HA, c-
Myc) voir d’une autre protéine telle que la GFP (Nakagawa, 2002, manuel disponible en ligne). La 
surexpression transitoire de ces fragments protéiques a été réalisée par l’infiltration de feuilles de N. 
tabacum et N. benthamiana sauvages  ou transgéniques pour Rx (Rx), pour observer l’apparition d’un 
éventuel phénotype de réponse hypersensible (HR) lié à Rx. 
Pour PVXCP4, tout comme pour le WClMV et le NMV, un fragment éliciteur minimal de 90 acides 
aminés, compris entre les positions 50 et 139 de la CP, a pu être mis en évidence. En effet, la 
surexpression in planta de ce fragment protéique induit l’apparition d’une HR 24h après infiltration, 
uniquement sur les plantes exprimant Rx et non sur les plantes sauvages (figure III-3). Un fragment 
identique a été cloné puis surexprimé in planta pour la souche PVXHB. Comme attendu, une absence 
de HR a été constatée chez les plantes sauvages et exprimant Rx (figure III-3). 
Parallèlement aux délétions réalisées sur la CP du PVX, dans le but d’obtenir un fragment éliciteur 
encore plus petit qui permettrait de faciliter les expériences ultérieures de spectroscopie et de voir si 
il existe une corrélation importante entre la structure secondaire prédite in silico à l’aide du logiciel 
Predator et l’activité élicitrice, de nouvelles délétions ont été réalisées à partir du fragment 6 du 
WClMV qui avait été identifié avant celui du PVX. Pour cela les structures secondaires prédites ont 
été supprimées une à une (figure III-4a). Les fragments ainsi générés ont été surexprimés dans des 
plants de Nicotiana sauvages et exprimant Rx, fusionnés ou non, au niveau de l’extrémité N-
Figure III-5 : Etude de l’éliciteur minimal de PVX 
Les fragments de délétion à partir du fragment 6 de la CP de PVX ont été exprimés de façon 
transitoire, dans des feuilles de Nicotiana tabacum sauvages ou exprimant Rx, sans étiquette, 
fusionnée avec la GFP ou encore avec une queue histidine en position C-terminale.  
L’observation de l’apparition d’une HR associée à la capacité élicitrice du fragment protéique a 
été réalisée 3 jours post-agroinfiltration. 
Sans  
étiquette 
GFP  
C-terminale 
HIS  
C-terminale 
PVX fgt6 -4AANter  PVX fgt6 -4AACter PVX fgt6 -9AA Cter 
Sauvage Rx Rx Rx Sauvage Sauvage 
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terminale ou C-terminale, à une étiquette Histidine ou à la GFP. Aucune des constructions infiltrées 
n’a induit l’apparition d’une HR (figure III-4b). Pensant que les délétions étaient trop imposantes 
pour que la CP conserve son activité élicitrice, une autre série de délétions beaucoup plus petites a 
été réalisée sur le fragment 6 de la souche virale la plus intéressante, la souche PVXCP4. La même 
stratégie de surexpression transitoire dans des plants de Nicotiana a été utilisée pour caractériser le 
pouvoir éliciteur de ces différents fragments protéiques. Les résultats obtenus sont surprenants et 
peuvent être visualisés dans la figure III-5. La présence ou non d’une protéine de fusion semble 
affecter le pouvoir éliciteur des fragments protéiques d’intérêt. Il semblerait, soit que certaines des 
protéines produites ne soient pas stables, soit que l’ajout d’une protéine de fusion perturbe la 
structure « native » de la protéine permettant la reconnaissance par RX. Cependant, la seconde 
hypothèse peut être écartée facilement, puisque l’absence de symptôme pour une protéine de 
fusion est toujours associée à une absence de symptôme lorsque le fragment est exprimé seul. 
D’après les résultats, on pourrait même dire que l’ajout d’une protéine de fusion aurait tendance à 
stabiliser le fragment de CP d’intérêt, donc à induire l’apparition de symptôme, comme cela peut 
être le cas pour le fragment 6 -9 acides aminés en position C-terminale. Face à l’incapacité d’obtenir 
un fragment de délétion éliciteur de taille inférieure au fragment 6, c’est ce dernier qui a été choisi 
pour débuter les études structurales ultérieures. 
 
III.2.2 Production et purification de l’éliciteur minimal 
 
III.2.2.1 Production en plante 
 
 Le but était d’obtenir une protéine assez pure et concentrée pour réaliser les acquisitions de 
spectres nécessaires à la caractérisation de la structure de l’éliciteur. Dans cette optique, plusieurs 
stratégies ont été testées. Afin de minimiser les problèmes, la plus évidente était la production et la 
purification de la protéine d’intérêt à partir de plante, de sorte à obtenir une protéine fonctionnelle 
possédant la bonne conformation ainsi que toutes les modifications post-traductionnelles 
potentielles. Pour tenter de mettre au point cette expérience, la séquence codante du fragment 6 de 
PVXCP4 a été clonée dans un vecteur permettant l’ajout d’une étiquette Histidine (HIS-tag) au niveau 
de l’extrémité N-terminale ou C-terminale du fragment 6. L’étiquette histidine a été privilégiée pour 
sa petite taille, ne gênant pas l’étude structurale, et permettant une purification relativement aisée 
de la protéine d’intérêt à l’aide d’une colonne de chromatographie d’affinité de type nickel ou cobalt. 
De manière surprenante, ces protéines n’ont jamais pu être purifiées à partir de plants de N. 
   
Figure III-6 : Travail sur le fragment 6 de la CP du PVX pour permettre sa production en 
système hétérologue 
 
La séquence primaire du fragment 6 de la CP du PVX est surlignée en vert au sein de la 
CP complète. Le contenu en acides aminés hydrophobes a été étudié au niveau de 
l’extrémité C-terminale du fragment 6 et dans la séquence adjacente dans la CP 
complète. Ces acides aminés sont représentés en caractères gras noir tandis que les 
acides aminés hydrophiles identifiés dans cette même séquence adjacente sont 
représentés en rouge. 
L’allongement de la séquence du fragment 6 avec la séquence endogène de la CP, 
contenant une grande proportion d’acides aminés hydrophiles, a été réalisée pour 
obtenir deux nouvelles constructions, représentées en gris et en bleu sur le schéma.  
Figure III-7 : Induction de la production de la CP du PVX et du fragment 
6+18 chez E.coli 
La séquence codante du fragment 6+18 de la CP du PVX a été clonée dans 
le vecteur d’expression pET15b introduite dans deux souches d’E.coli : 
Rosatta et Origami. Après induction (+) avec de l’IPTG (Isopropyl β-D-1-
thiogalactopyranoside) la migration des protéines totales des bactéries sur 
gel d’acrylamide permet de vérifier la production de la protéine 
correspondante par rapport à l’échantillon avant induction (-). 
10kDa 
17kDa 
25kDa PVX CP4 CP 
(236AA) 
PVX CP4 fgt6+18 
(108AA) 
Rosetta Origami 
- + - + 
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benthamiana sauvages alors qu’elles étaient produites, puisqu’elles déclenchaient l’apparition de 
symptômes de HR chez les plants exprimant Rx qui servaient de témoins. Malgré de nombreuses 
tentatives de western blot avec un anticorps Anti-hexahistidine sur des échantillons de feuilles 
infiltrées 48h auparavant, la protéine n’a jamais pu être détectée. La présence de mutation 
empêchant la production de la protéine d’intérêt a été invalidée car toutes les constructions 
introduites dans Agrobacterium tumefaciens ont été séquencées avant utilisation. 
 
III.2.2.2 Production en système hétérologue 
 
 Face à cet échec, une autre stratégie de production et de purification du fragment 6 a été 
tentée en système hétérologue. La séquence codant le fragment 6 a été clonée dans le vecteur 
d’expression inductible pET15b permettant l’expression chez E.coli du fragment d’intérêt fusionnée à 
une étiquette histidine au niveau de l’extrémité amino-terminale. Malgré le test d’une matrice de 
conditions d’induction (concentration en inducteur, temps d’induction…) pour le fragment protéique 
6 dans la souche d’E.coli Rosetta, la production de la protéine ne fut jamais visualisable sur gel 
d’acrylamide. C’est au cours d’une discussion avec un collaborateur, Philippe Savarin, membre à 
l’époque du laboratoire SABNP (Structure et Activité des Biomolécules Normales et Pathologiques, 
INSERM, Université d’Evry Val d’Essonne), que l’idée a été suggérée que le nombre important 
d’acides aminés hydrophobes au niveau de l’extrémité C-terminale du fragment protéique pouvait 
être la cause de son instabilité (figure III-6). La solution a donc consisté à cloner deux nouvelles 
formes du fragment 6 de la protéine de capside, rallongée au niveau de l’extrémité C-terminale avec 
les acides aminés endogènes de la CP, de sorte à maximiser l’apport d’acides aminés hydrophiles 
pour contrebalancer la présence du domaine fortement hydrophobe (figure III-6). La première 
construction comportait 3 acides aminés supplémentaires (tous hydrophiles) et a été nommée 
fragment 6+3, tandis que la seconde, nommée fragment 6+18, comprenait 18 acides aminés 
supplémentaires dont 10 hydrophiles. Ces nouvelles constructions, ainsi que l’ancienne, ont été 
introduites dans 5 souches différentes d’E.coli utilisées classiquement pour l’expression de protéines. 
Les 15 combinaisons ont été utilisées pour réaliser des inductions. Seule une combinaison a permis 
l’obtention d’une induction visible sur gel (figure III-7), la construction codant le fragment 6+18 dans 
la souche Origami, dont le génotype produit un environnement acide, favorisant la formation des 
ponts disulfures. Les tests de purification sur colonne de nickel se sont révélés fructueux (figure III-
11). Une phase d’optimisation des différentes étapes de la purification (temps d’induction, lyse 
cellulaire, tampon d’élution, tampon de resuspension finale) et de concentration des échantillons 
PVX CP4  
PVX HB 
Pep 0632  
Pep A78T 
Pep G99S  
Rx sauvage 
Figure III-8 : Test du pouvoir éliciteur des fragments protéiques à produire en 
système hétérologue pour la caractérisation structurale 
Résultats de l’expression transitoire des fragments 6+18 des différentes souches 
avirulentes et virulentes d’intérêt du PVX et du PepMV, chez des Nicotiana tabacum 
sauvages ou exprimant Rx. Les photos ont été prises 3 jours post-infiltration. 
 
Fgt 6+18 
Nicotiana 
Figure III-9 : Production et purification des éliciteurs minimaux du PepMV0632 
Les puits 1 et 2 correspondent respectivement aux protéines totales des bactéries avant et 
après induction. Le puits 3 comporte une fraction du 4ème et dernier lavage (section II.16.2) 
lors de la purification de la protéine d’intérêt, tandis que les puits 4 à 8 contiennent 
respectivement 1/50ème des  élutions 1 à 5. 
Fgt6+18 PepMV 
15kDa 
17kDa 
25kDa 
1 2 3 4 5 6 7 8 
Induction Purification 
17 kDa 
10kDa 
Étiquette 
histidine 
Figure III-10 : Production en bactérie et purification, par chromatographie d’affinité, des 
éliciteurs minimaux du PVXCP4 et PVXHB 
 
a : Visualisation sur gel d’acrylamide des protéines purifiées utilisées  pour l’acquisition des 
spectres de dichroïsme circulaire. 
b : Alignement de la séquence primaire des fragments 6+18 des différentes souches de 
PVX purifiés par chromatographie d’affinité, réalisé à l’aide du logiciel en ligne Multalin. 
Seuls les deux acides aminés occupant les positions 121 et 127 de la CP diffèrent au sein de 
ces deux fragments. 
1. PVX CP4 fgt6+18 avant élimination de l’imidazole 
2. PVX CP4 fgt6+18 dans du tampon phosphate pH 
6,8 + 250mM KCl 
3. 1µg de BSA 
4. PVX HB fgt6+18 avant élimination de l’imidazole 
5. PVX HB fgt6+18 dans du  tampon phosphate pH 
6,8 + 250mM KCl 
121 127 
a 
b 
1 2 3 4 5 
Fgt6+18 
15kDa 
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pouvant être inférieure à 10µg/mL pour une étude en UV lointains, et permettant de visualiser la 
proportion des différentes structures secondaires au sein d’une protéine. Après optimisation de la 
méthode de purification, les protéines recombinantes d’intérêt ont été obtenues à une 
concentration comprise entre 0,4 et 0,5 mg/mL avec une pureté avoisinant les 95% (figure III-10). Les 
échantillons présentés dans la figure ont été analysés par un collaborateur, Christian Zentz, du 
laboratoire  ANBioPhi, (Acides Nucléiques, Biosciences et Photonique ; CRNS, Université Pierre et 
Marie Curie) pour réaliser l’acquisition d’un spectre dans une région spectrale s’étendant entre 200 
et 300 nm, spectre présenté dans la figure III-11. Ce dernier recouvre la région spectrale de « l’UV 
lointain », comprise entre 190 et 250nm, ainsi qu’une partie de la région de « l’UV proche » 
généralement comprise entre 250 et 350nm. Sur ce spectre d’absorption, on peut constater que le 
profil de la courbe obtenue pour le fragment 6+18 de PVXCP4 est quasiment identique à celui de 
PVXHB. L’écart d’amplitude entre les deux courbes n’est pas à prendre en compte, puisqu’il résulte 
tout simplement de l’écart de concentration existant entre les deux extraits protéiques. D’après 
Christian Zentz, le profil obtenu en UV-lointain est caractéristique d’une structuration secondaire en 
hélice alpha, ce qui coïncide avec les prédictions de structures réalisées in silico avec le logiciel 
Predator. La fin du spectre parfaitement plane dans la région de l’UV proche laisserait penser, quant 
à elle, que les protéines étudiées ne possèdent pas de structuration tertiaire forte. A la vue de la 
structuration secondaire quasi identique qui semble exister entre les deux protéines d’intérêt, 
Christian Zentz a préconisé de ne pas poursuivre l’étude de ces fragments protéiques en 
spectroscopie Raman et en Fluorescence, mais plutôt de se concentrer sur la RMN, technique plus 
résolutive pouvant potentiellement permettre de déceler des différences plus subtiles entre les deux 
protéines d’intérêt. 
 
III.2.4 Etude du fragment 6+18 en RMN 
 
Le but était d’obtenir une image tridimensionnelle des deux protéines d’intérêt et de pouvoir 
observer une éventuelle différence d’exposition, à la surface de ces protéines, de la région 
comprenant les acides aminés clés 121 et 127. Dans cette optique, les deux protéines recombinantes 
ont été purifiées avec une concentration et une pureté approchant au maximum les conditions 
requises pour réaliser l’acquisition d’un spectre en RMN. Contrairement au Dichroïsme Circulaire, la 
RMN nécessite de disposer d’un volume de solution protéique raisonnable (40 à 60µL), mais avec 
une concentration importante, comprise entre 200 et 300 mM. Malgré de nombreuses tentatives 
d’optimisation de la concentration de l’échantillon à l’aide d’amicons,, la concentration maximale 
Figure III-11 : Spectres de dichroïsme circulaire obtenus pour les fragments 6+18 du 
PVXCP4 et PVXHB 
L’acquisition des spectres de Dichroïsme circulaire a été réalisée dans une région 
spectrale s’étendant entre 200 et 300 nm, dans du tampon phosphate pH 6,8, à 25°C. 
Le double pic enregistré à 210 et 220 nm est caractéristique d’une structuration en 
hélice alpha. L’absence de pic dans l’UV proche (au-delà de 250nm) est en faveur de 
l’absence de structuration tertiaire forte pour les deux protéines. L’écart observé 
entre les deux courbes est liée à la différence de concentration des deux échantillons. 
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(section II.16.5) a donc débuté. Dans le but d’être sûr de l’identité de la protéine purifiée, un 
échantillon a été analysé en spectrométrie de masse par Delphine Pflieger du LAMBE (Laboratoire 
Analyse et Modélisation pour la Biologie et l’Environnement, Université d’Evry Val d’Essonne), et a 
confirmé qu’il s’agissait bien de la protéine d’intérêt. 
 
III.2.2.3 Validation de la capacité élicitrice du fragment 6+18 in planta 
 
Parallèlement à la production de cette protéine en système hétérologue, les séquences 
codantes des fragments 6+18 des souches PVXCP4 et PVXHB, ainsi que celle du PepMV0632, du 
PepMVA78T et du PepMVG99S ont été insérées dans un vecteur binaire, puis surexprimées 
transitoirement dans des plants de Nicotiana sauvages et exprimant Rx, pour confirmer leur capacité 
à déclencher la résistance médiée par Rx. Comme attendu, les fragments protéiques issus de la CP 
des souches avirulentes PVXCP4 et PepMV déclenchent une réponse hypersensible, uniquement chez 
les plants de tabac exprimant Rx (figure III-8). Ces fragments avaient donc les caractéristiques 
requises pour intégrer la démarche de comparaison structurale des CP avirulentes et virulentes. 
Production et purification des éliciteurs minimaux. 
 Les séquences codant ces fragments protéiques de 108 acides aminés ont également été 
clonés dans le vecteur d’expression en système hétérologue pET15b, pour réaliser des purifications. 
Cependant, si les inductions ont bien fonctionné pour les fragments 6+18 des trois variants du 
PepMV, leur purification n’a jamais été possible (figure III-9). Il semblerait que ces fragments 
protéiques soient trop hydrophobes pour être purifiés avec le protocole utilisé, puisque leur 
présence a toujours été mise en évidence dans la faction protéique insoluble, présente dans le culot 
après centrifugation de l’échantillon de cellules lysées (données non montrées). La suite du travail 
s’est donc essentiellement portée sur la comparaison des fragments 6+18 de PVXCP4 et PVXHB, qui 
après optimisation du processus de purification ont été obtenus avec une concentration ainsi qu’une 
pureté compatibles avec les premières études en spectroscopie (figure III-10).  
III.2.3 Dichroïsme Circulaire 
 
Dans le but d’observer s’il existe une différence de structuration entre le fragment 6+18 de la 
CP du PVXCP4 et celui du PVXHB, une étude comparative des fragments protéiques purifiés a été 
effectuée grâce à l’utilisation du Dichroïsme Circulaire (CD). Cette technique, rapide à mettre en 
œuvre et non destructive, est assez sensible, ne requérant qu’une faible concentration protéique, 
   
Figure III-12:  Visualisation sur gel d’acrylamide des échantillons utilisés pour l’acquisition de 
spectres RMN pour les fragment 6+18 du PVXCP4 et PVXHB 
Les différents fragments ont été produits en système hétérologue puis purifiés par 
chromatographie d’affinité, avant d’être concentrés sur des amicons ultra (Millipore). Un 
microlitre de chacun des échantillons a été déposé sur gel, après concentration, pour être 
comparé au niveau de la pureté et de la concentration à 1µg de BSA standardisée. Le gel est 
coloré au bleu de coomassie. 
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atteinte fut de 100 mM, soit la moitié de l’objectif à atteindre (figure III-12). Passé cette 
concentration « critique », des problèmes de solubilité de la protéine d’intérêt étaient 
rencontrés aboutissant à la formation d’un précipité. Plusieurs échantillons issus de purifications 
indépendantes, avec une concentration avoisinant les 100mM ont tout de même pu être utilisés 
pour réaliser des tests d’obtention de spectre en RMN. Philippe Savarin, a réalisé le paramétrage, 
l’acquisition et l’analyse des spectres.  
 
III.2.4.1 Spectres 1D 
Les spectres primaires 1D (figure III-13) se sont révélés corrects et plutôt informatifs. D’une 
part, l’acquisition de deux spectres 1D successifs, mais avec un intervalle de plusieurs heures, a 
permis de montrer que la protéine en solution était stable dans le temps et qu’elle n’était pas 
dégradée à température ambiante puisque les spectres se superposaient parfaitement. Ce 
paramètre est important puisque l’acquisition des spectres 2D et 3D requiert souvent plusieurs jours. 
Ces spectres 1D ont également permis de voir que les protéines d’intérêt possédaient une 
structuration secondaire, qui restait à déterminer. Cela confortait tout de même les résultats 
obtenus à la fois par Dichroïsme Circulaire et par prédiction in silico, qui prédisent une forte 
structuration du fragment 6+18du PVX en hélice alpha. Cependant, ces spectres montrent également 
que les deux protéines d’intérêt n’ont pas de forte structuration tertiaire, puisque la raie du spectre 
correspondant aux protons amides et aromatiques, présentée dans la figure III-13, s’étend de 6,5 
ppm à 8,5 et que le déplacement chimique attendue pour une structuration tertiaire se situe 
clairement au-delà de 9 ppm (figure III-13). Les spectres 1D obtenus pour les deux fragments 6+18 du 
PVXCP4 et PVXHB ont pu être comparés, et se sont révélés quasi identiques, comme c’était le cas en 
Dichroïsme Circulaire (données non présentées). 
 
III.2.4.2 Spectres 2D et 3D 
 
 Des tentatives d’acquisitions de spectres 2D NOESY (Nuclear Overhauser Effect 
SpectroscopY)  et TOCSY (TOtal Correlated SpectroscopY) ont été réalisées, mais la trop faible 
concentration en protéine était limitante. Ces derniers sont utilisés pour visualiser la proximité entre 
les protons 1H de la protéine et essayer de visualiser des réseaux de couplage entre ces derniers. Les 
signaux observés était peu nombreux, il était donc impossible d’assigner les pics aux différents acides 
aminés de la protéine (figure III-14). Dans l’espoir de produire des spectres 2D et 3D analysables, une 
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technique couramment utilisée en RMN a été tentée. Il s’agit du marquage de la protéine d’intérêt 
avec un isotope stable de l’azote : l’azote 15 (N
15
). Le processus de production et de purification de la 
protéine d’intérêt reste le même que celui utilisé jusqu’ici (section II.16.2) à la différence près que le 
milieu de culture utilisé lors de l’induction de la production de la protéine par la souche bactérienne 
Origami est carencé en composés azotés, et que la source d’azote majeur est un sucre contenant du 
N
15
 (milieu M9, cf annexe). Cependant, la tâche ne s’est pas révélée aisée, puisqu’un nouveau 
problème été rencontré. En effet, malgré une étape de pré-culture de la souche bactérienne 
d’intérêt en milieu LB (section II.16.2), suivie d’une seconde étape de pré-culture en milieu M9, avant 
l’inoculation d’un volume important de milieu M9, un problème de croissance bactérienne en milieu 
carencé a été rencontré. La densité optique de la culture bactérienne induite n’a jamais dépassé les 
0,4 contre 1,2 de manière générale, et ce, malgré un allongement du temps d’incubation post-
induction. Des tests de purification, de concentration, puis d’acquisition de spectres 1D et 2D ont 
tout de même été réalisés à partir des bactéries récoltées sur de gros volumes de culture (6L). Les 
résultats obtenus étaient similaires à ceux correspondants à des échantillons non marqués au moins 
dix fois plus concentrés. L’incorporation de l’azote 15 dans la protéine d’intérêt était donc très 
correcte puisque une très nette amplification du signal était visible. L’incapacité à produire et à 
purifier à grande échelle  une protéine marquée à l’azote 15, ainsi que l’obtention de spectres RMN 
très similaires pour les deux protéines d’intérêt à comparer, a conduit à l’abandon de ce projet de 
caractérisation structurale, à la faveur de la mise en place d’un nouveau sujet dont les résultats 
seront présentés dans le chapitre suivant.  
 
III.3 Discussion 
 
III.3.1 Recherche de l’éliciteur minimal  
 
 Au cours de ces expériences, il a pu être montré qu’un fragment minimal éliciteur de 90 
acides aminés, le fragment 6, issu de la CP de PVXCP4 est capable à lui seul d’induire une réponse 
hypersensible chez les tabacs exprimant Rx (figure III-3). Le fragment correspondant issu de la CP du 
PVXHB n’est quant à lui pas reconnu par les plantes exprimant Rx, comme cela était attendu. 
L’obtention d’un fragment protéique éliciteur de taille inférieure aurait pu être un plus, d’une part 
pour faciliter les études structurales, et d’autre part, pour réellement délimiter la région responsable 
de la reconnaissance par l’intermédiaire du produit du gène Rx de ce facteur d’avirulence du PVX. En 
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effet, cela aurait été intéressant pour déterminer si la séquence reconnue était similaire chez les 
autres Potexvirus et si cela intervenait dans les disparités de contournement de la résistance 
observées entre le PVX et un virus tel que PepMV. Le PepMV étant capable de contourner la 
résistance liée à Rx suite à l’apparition d’une simple mutation de la séquence codant la CP, il serait 
intéressant de savoir si cette mutation est située directement dans la région élicitrice minimale, ou 
dans une région adjacente, qui pourrait donc influer sur la reconnaissance de l’épitope responsable 
de l’avirulence, par le produit du gène Rx (Candresse et al., 2010). 
Au cours de l’étude visant à déterminer l’éliciteur minimal, il fut impossible d’obtenir un fragment 
protéique éliciteur de taille inférieure à 90 acides aminés qui, en l’absence de protéine de fusion ou 
d’étiquette, soit capable de déclencher la résistance liée à Rx. Plusieurs hypothèses pourraient 
expliquer ce constat. 
Il est par exemple imaginable que les formes tronquées du fragment 6 ne soient pas stables 
lorsqu’elles sont produites en plante, auquel cas, il serait compréhensible que l’ajout d’une étiquette 
histidine ou surtout la fusion avec une protéine, telle que la GFP, stabilise la protéine d’intérêt. Ceci 
coïnciderait bien avec les résultats obtenus pour les fragments 6-4AA N-ter ou -9AA-Cter, qui sont 
capables de déclencher une HR lorsqu’ils sont respectivement fusionnés à la GFP et une étiquette 
histidine (figure III-5). Cette hypothèse aurait pu être validée par des méthodes de détection des 
protéines d’intérêt. Des western blots, utilisant un anticorps primaire polyclonal spécifique de la CP 
de toutes les souches PVX, ont été réalisés sur des extraits protéiques obtenus à partir de feuilles de 
Nicotiana exprimant transitoirement les CP ou les formes tronquées de CP. Mais il est apparu que le 
ou les épitopes reconnus par l’anticorps sont modifiés ou perdus dès que des délétions sont 
effectuées sur la CP. Ainsi, même le fragment 1, composé de 110 acides aminés n’est pas détectable 
par western blot (résultats non montrés). Un anticorps anti hexa-histidine, qui permettait la 
détection de fragments protéiques de la CP, produits en bactérie, a également été utilisé sans succès 
en western blot sur des échantillons de plantes, pour tenter de détecter les protéines portant une 
étiquette histidine. Le fait qu’au début de ces travaux, les agroinfiltrations se faisaient sans l’ajout 
d’agrobactéries contenant une construction codant l’inhibiteur de silencing P19, a surement 
contribué à l’obtention d’un niveau d’expression des protéines d’intérêt assez faible. 
Il est également envisageable que l’absence de symptômes observés pour les fragments de taille 
inférieure à 90 acides aminés soit due à la perte de sites récepteurs de modifications post 
traductionnelles, modifications qui joueraient un rôle majeur dans la structuration et/ou la fonction 
de la protéine. Il a, par exemple, été mis en évidence que la glycosylation et la phosphorylation de 
l’extrémité N-terminale de la CP du PVX interviennent respectivement dans la formation d’une 
Figure III-15 : Alignements du fragments 6 issu des différents Potexvirus reconnus par Rx 
 
a : Alignement de la séquence primaire du fragment 6 de la souche avirulente PepMV avec 
celle des deux souches simples mutantes contournantes à l’aide du logiciel en ligne Multalin. 
Dans cette figure, la position des mutations permettant le contournement de la résistance liée 
à Rx est indiquée par des flèches noires tandis que les acides aminés correspondant aux 
positions 121 et 127 de la CP du PVX sont désignées par des flèches rouges. 
b : Alignement de la séquence primaire du fragment 6 de toutes les souches avirulentes  
connues pour interagir avec le produit du gène Rx,  ainsi que celle de la souche contournante 
PVXHB.  
121 127 A78 G99 
a 
b 
A78 G99 121 127 
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colonne d’eau, bien organisée autour de la capside virale influençant les propriétés physicochimiques 
et la déstabilisation de la capside virale conduisant à la décapsidation du génome nécessaire à la 
réplication de ce dernier (Atabekov et al., 2001; Baratova et al., 2004). 
Il est également possible que l’éliciteur minimal déterminé dans cette étude soit la forme la plus 
réduite qu’il est possible d’atteindre. Auquel cas, sachant que la séquence de la CP des différents 
Potexvirus reconnus par Rx présentent moins de 40% d’identité de séquence au niveau de ce 
fragment (figure III-15b), l’hypothèse selon laquelle il existe une structure secondaire ou tertiaire 
commune à tous les CP de souches virales avirulentes est tout à fait plausible. Et cela malgré le fait 
que les prédictions de structurations secondaires in silico soient extrêmement proches pour ces 
fragments, qu’ils soient éliciteurs ou non. Cependant, il serait tout de même intéressant de voir si 
malgré le faible pourcentage d’identité de séquence entre ces fragments, il n’existerait pas un motif 
d’acides aminés très conservés et répartis sur toute la longueur du fragment 6. Il est par exemple 
intéressant de noter que les simples mutations A78T et G99S qui permettent au PepMV de 
contourner la résistance sont situées dans ce fragment 6, à une distance relativement importante 
des acides aminés correspondants aux acides aminés clés 121 et 127. De plus elles affectent des 
acides aminés très bien conservés dans les protéines de capsides des souches virales étudiées, 
qu’elles soient avirulentes ou non (figure III-15a). Il serait très tentant de tester la capacité élicitrice 
du fragment 6 de souches avirulentes du PVXCP4, du WClMV et du NMV portant les simples ou la 
double mutation A78T et G99S. L’obtention d’une activité élicitrice permettrait de montrer que ces 
mutations ne sont pas les seules à causer l’avirulence, et que d’autres acides aminés propres à la 
séquence primaire de la CP du PepMV interviennent aussi. Cependant, si la présence de ces 
mutations venait abolir le pouvoir éliciteur des souches avirulentes, cela permettrait de mieux 
comprendre le mécanisme mis en jeu, mais soulèverait une nouvelle question : pourquoi aucune 
souche contournante, autre que PVXHB, et qui porte les mêmes acides aminés que CP4 en position 78 
et 99, n’a été mise en évidence à ce jour ? En effet, la durabilité de la résistance conférée par Rx vis-
à-vis du PVX est très importante, contrairement à ce qui peut être observé avec le PepMV, chez 
lequel des variants contournant la résistance apparaissent dès la première inoculation sur des plants 
de tomates exprimant Rx (Candresse et al., 2010). Il est probable que cette différence de capacité à 
contourner la résistance soit intrinsèque au PepMV, qui pourrait avoir une cinétique d’infection très 
largement supérieure à celle du PVX, ainsi qu’une réplicase  beaucoup moins fidèle que celle du PVX, 
générant ainsi très rapidement de nouveaux variants. Cette question pourrait trouver en partie 
réponse en générant et en inoculant sur des plantes exprimant Rx un virus chimérique, composé du 
génome du PepMV, dans lequel la séquence codante de la CP aurait été remplacée par celle du 
PVXCP4. Les variants potentiels contournant la résistance pourraient alors être séquencés. 
Figure III-16 : Méthodes de détection de l’accumulation des fragments issus des 
délétions sur la protéine de capside du PVX 
a : Détection de l’accumulation du fragment 6+18 de la CP du PVX CP4, par 
western blot anti GFP (section). Lorsque les échantillons sont prélevés au delà de 
30 heures après infiltration, 3 bandes parasites apparaissent et gênent 
l’identification de la bande d’intérêt. 
b : Observation à la loupe binoculaire de la face inférieure d’une feuille de 
Nicotiana benthamiana exprimant transitoirement le fragment 6+18 de la CP du 
PVXCP4. Le cliché a été pris 24 heures post infiltration. 
  
a 
b 
PVXCP4 
fgt6+18 GFP 
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III.3.2 Production et purification de l’éliciteur minimal 
 
La production des protéines d’intérêt ainsi que leur purification à partir de plante était la 
démarche la plus adaptée, dans le but d’obtenir une protéine élicitrice sous forme « native »  
comportant toutes modifications post traductionnelles jouant potentiellement un rôle majeur dans 
sa structuration et/ou sa fonction. Cependant, cette stratégie de purification n’a jamais fonctionné, 
ce qui est déroutant puisque nous avions la preuve que la protéine était produite. En effet lors de 
chaque expérimentation, un plant de Nicotiana benthamiana exprimant Rx était infiltré avec la 
solution d’Agrobacterium contenant la construction d’intérêt et celui-ci présentait une HR 24 heures 
après infiltration. Cependant, la résistance médiée par Rx étant très sensible, il est possible que la 
protéine n’ait jamais été produite en grande quantité, et que le seuil de détection par le produit du 
gène Rx soit si bas que le témoin n’était pas fiable. Comme précédemment, de nombreux western 
blots ont été réalisés dans le but d’apprécier la quantité de protéine produite, mais toutes les 
tentatives se sont soldées par un échec car l’anticorps utilisé ne semblait pas capable de détecter 
l’étiquette histidine ajoutée par le vecteur Gateway® utilisé. Puisque la fusion avec la GFP semblait 
avoir un effet stabilisateur, il aurait surement été possible d’ajouter à cette GFP une queue hexa-
histidine. Le niveau d’expression de la protéine d’intérêt aurait ainsi pu être visualisé grâce à la 
fluorescence de la GFP ou la réalisation de western blots (pour s’assurer que la protéine est bien 
complète et que la fluorescence n’est pas liée à de la GFP libre), qui fonctionnent très bien (figure III-
16). Cependant, la purification d’une protéine fusionnée à la GFP, portant également une étiquette 
histidine aurait nécessité une étape supplémentaire de clivage enzymatique entre le fragment 6 ou 
6+18 et la GFP, qui est trop encombrante pour réaliser l’étude structurale en RMN de la protéine 
d’intérêt. Cette étape, lourde aurait pris du temps et potentiellement fait perdre de grandes 
quantités de protéine. 
 
III.3.2.1  Production en système hétérologue 
 
Le choix du système de production fut orienté par le fait que l’équipe du laboratoire, dirigée 
par Héribert Hirt et travaillant sur les MAPKinases, utilise E.coli pour produire et purifier des formes 
fonctionnelles de MAPK. Ce système de production est simple et rapide à mettre en œuvre. 
Cependant la production, par ce moyen, du fragment 6 issu du PVXCP4 et PVXHB fut vaine. L’explication 
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selon laquelle l’extrémité C-terminale, très hydrophobe, empêche la production d’une protéine 
stable semble être correcte, puisque l’extension de la protéine avec la suite de la séquence de la CP, 
plus hydrophile, a permis la production d’une protéine de 138 acides aminés (étiquette comprise) 
purifiable (figures III-7 et III-10). Les critères de pureté et de concentration requis pour le dichroïsme 
circulaire ont été atteints ; cependant, la concentration maximale atteinte (environ 100 mM) ne 
représente que la moitié de ce qui est requis pour les expériences de RMN. En effet, au-delà de cette 
concentration, la protéine avait tendance à précipiter, donc à être inexploitable. Un ajustement plus 
fin des conditions de tampon aurait peut-être permis un gain. Cependant une phase d’optimisation 
du tampon de resuspension finale avait déjà été réalisée : ajustement du pH à 6,8, celui-ci devant 
être situé à environ une unité de pH du point isoélectrique de la protéine (6,1), utilisation d’un 
tampon phosphate et non de Tris qui aurait pu être gênant pour l’acquisition de spectres 
d’absorption en Dichroïsme Circulaire, addition de 250 mM de chlorure de potassium pour améliorer 
la solubilité de la protéine. En réalité, seule la purification d’une protéine marquée à l’azote 15, avec 
des conditions de pureté et de concentration légèrement inférieures ou égales à celles obtenues 
pour les protéines non marquées aurait permis d’acquérir des spectres permettant de déterminer la 
structure des protéines d’intérêt. Les nombreuses tentatives de mise au point du marquage 
protéique au N
15
 n’ont pas été couronnées de succès. La souche bactérienne utilisée était incapable 
de croître dans le milieu minimum M9, source du N
15
. Il semblerait que le problème rencontré 
provenait du milieu M9 en lui-même. En effet, pour tester l’implication du milieu dans l’obtention de 
ce résultat, une souche d’E.coli, Rosetta, classiquement utilisée par une collègue pour produire une 
protéine d’intérêt a servi à inoculer du milieu M9. Le résultat fut une absence de croissance 
bactérienne identique à celle observée avec la souche Origami. Cependant, l’analyse de données de 
RMN prenant en moyenne six mois, couplé au fait que les résultats du dichroïsme n’allaient guère 
dans le sens d’une différence de structure entre les protéines à comparer, il est apparu plus judicieux 
de se concentrer sur une démarche de biologie moléculaire, qui fera l’objet du chapitre suivant. 
 
III.3.2.2 Etude du fragment 6+18 en Dichroïsme Circulaire 
 
Les courbes obtenues en Dichroïsme Circulaire pour les fragments 6+18 de la CP du PVXCP4 et 
PVXHB sont de bonne qualité (figure III-11), les échantillons protéiques possédaient une pureté 
correcte, environ 95%, et une concentration élevée, non loin du seuil de saturation de l’appareil pour 
les acquisitions de spectre en UV lointain. Ces mesures ont permis de montrer que les deux protéines 
purifiées étaient quasi identiques (à plus de 95%), et très majoritairement structurées en hélice α tel 
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que le logiciel Predator l’avait prédit (figure III-11). Cependant, il apparaît que la courbe est 
quasiment plate au-delà de 270nm, ce qui laisse penser que les deux protéines étudiées n’ont pas de 
structuration tertiaire importante. Or cela enlèverait une de nos hypothèses de base, selon laquelle 
la reconnaissance de l’éliciteur par la protéine RX repose sur la reconnaissance d’une structure 
tertiaire propre aux protéines élicitrices. Il reste cependant possible que l’éliciteur minimal ne 
possède pas de structuration tertiaire, mais que la reconnaissance soit en fait basée sur l’infime 
différence de structuration secondaire observable sur le spectre de CD. Il est par exemple imaginable 
que l’un des acides aminés clés ne soit pas inclus dans une hélice alpha chez la souche virale du 
PVXHB, et qu’il ne soit par conséquent, pas exposé à la surface de la protéine. En effet, le modèle 
tridimensionnel actuel, obtenu par bombardement au tritium de la CP, suggère que le fragment 6+18 
comprend quatre hélices  α (α3, α4, α5 et α6) et que les acides aminés 121 et 127 sont inclus dans 
l’hélice α5, qui s’étend des positions 109 à 135 dans la CP de la souche avirulente PVXUK3 (Lukashina 
et al., 2009). Cette interprétation est tout de même à nuancer puisque les expériences de 
bombardement sont toujours réalisées sur des CP incorporées dans la capside de virions, il n’est 
donc pas à exclure que la forme libre de la CP ait une structure différente de celle décrite dans le 
modèle proposé. Cependant, un élément crucial est manquant pour valider les données obtenues en 
Dichroïsme : un test d’activité de la protéine purifiée à partir d’E.coli. En effet, aucun test connu ne 
permet de voir si le fragment 6+18 du PVXCP4 purifié est capable de déclencher la résistance liée à Rx. 
Les choses auraient été simples s’il y avait un moyen de déclencher une réponse hypersensible chez 
des tabacs exprimant Rx via une simple application ou infiltration de la protéine purifiée au niveau 
d’une feuille. Mais cela est inefficace, tel que le laisse supposer la publication de 1999 d’Abdelafid 
Bendahmane, où il est mis en évidence que la HR est indépendante de la résistance extrême, et que 
l’apparition d’une HR est le fruit de l’expression prolongée de la CP, activant de manière 
ininterrompue la résistance liée à Rx. L’infiltration directe à l’aide d’une seringue de la protéine 
purifiée, dans son tampon, a tout de même été tentée mais n’a conduit à l’apparition d’aucun 
symptôme de HR (résultats non montrés). Le constat fut le même avec un test comptant sur la 
diffusion de la protéine à travers la membrane de protoplastes issus de N. benthamiana tel que cela 
a pu être observé dans une publication de Brière en 2004 (Briere et al., 2004). Des protoplastes frais 
ont été mis à incuber en présence ou non de la protéine purifiée durant 24 heures, un comptage des 
protoplastes encore en vie a été effectué au terme de l’incubation, après coloration au bleu de 
Trypan. Aucune différence visible n’a pu être mise en évidence entre le témoin et l’échantillon testé. 
Aucun moyen n’a donc pu être trouvé pour vérifier l’activité élicitrice de la protéine d’intérêt 
purifiée. Un doute subsiste donc toujours sur l’acquisition de la « bonne » conformation de cette 
dernière lorsqu’elle est produite en système hétérologue. Il est par exemple imaginable que 
l’absence de modifications post traductionnelles en bactérie empêche la structuration tertiaire de la 
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protéine. Dans le but de supprimer cette possibilité, de nouvelles tentatives de purification ont été 
réalisées, à partir de plantes agroinfiltrées avec des constructions utilisant le vecteur binaire pBIN61 
contenant la séquence codante du fragment protéique fusionné à une étiquette histidine. De même 
la production et la purification de la protéine a été tentée en levure (section II.16.4). Plus 
précisément des expériences ont été réalisées avec la souche Pichia pastoris, qui est capable de 
réaliser de nombreuses modifications post traductionnelles et possède un système de sécrétion de la 
protéine d’intérêt dans le milieu, la rendant plus facile à purifier. Cette expérience a été réalisée au 
cours du stage d’une étudiante de Master 1, Emeline Huault, mais ne s’est pas révélée fructueuse. 
L’obtention d’une petite quantité de protéine pure à partir de plante ou de levure aurait permis de 
faire de nouvelles études simples et efficaces en Dichroïsme Circulaire, pour détecter une éventuelle 
différence de conformation entre une protéine produite en système eucaryote ou procaryote, et 
ainsi valider ou non les premiers résultats de Dichroïsme.  
 
III.3.2.3 Etude du fragment 6+18 de la CP de PVX par RMN 
 
Ici encore, les résultats préliminaires obtenus pour les deux protéines de virulence et 
d’avirulence montrent que les spectres sont très proches (figures III-13 et III-14). Elles comportent 
toute les deux une structuration secondaire et présentent une absence de structuration tertiaire. 
Cependant, la même remarque concernant le mode de production de la protéine en système 
hétérologue peut être posée concernant la validité des résultats obtenus. Si une différence de 
structure avait pu être mise en évidence entre les protéines produites en système eucaryote et 
procaryote, l’exploitation d’un système de production dans la levure Pichia pastoris ou dans des 
cellules d’insecte par des Baculovirus, aurait été une démarche peut être plus adaptée, 
l’incorporation du marquage N
15
 étant beaucoup plus incertaine chez les plantes. 
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Chapitre IV Recherche de gènes partenaires de la résistance liée à Rx chez les 
plantes cultivées 
 
IV.1 Introduction 
 
Bien que le pathosystème Rx/PVX soit étudié depuis plus de 20 ans, nombre des mécanismes 
qu’il met en jeu demeurent obscurs. Ce pathosystème obéit au modèle gène pour gène développé 
par Flor en 1942. De ce fait, le gène de résistance Rx code une protéine assimilée à un récepteur, 
capable de reconnaître de manière spécifique la protéine d’avirulence du PVX : sa protéine de 
capside (Bendahmane et al., 1995). Cependant, cette étape de reconnaissance de la CP du PVX par le 
produit du gène Rx n’a toujours pas été caractérisée. L’interaction directe entre la CP et RX n’a jamais 
pu être mis en évidence, malgré de nombreuses tentatives. Il est probable que si cette interaction 
directe existe, elle soit trop brève pour être perçue avec les techniques de biochimie et de biologie 
moléculaires actuelles. Cette incapacité à démontrer une telle interaction, tend à renforcer 
l’hypothèse selon laquelle le pathosystème PVX/Rx obéit au modèle de Garde, modèle mis en place 
pour la première fois pour expliquer pourquoi la protéine kinase Pto nécessitait l’intervention de la 
protéine NBS-LRR Prf pour déclencher la résistance suite à la reconnaissance de la protéine 
d’avirulence AvrPto produite par Pseudomonas syringae (van der Biezen and Jones, 1998; Dangl and 
Jones, 2001; Jones and Dangl, 2006). Dans ce modèle le produit du gène Avr, ici la CP, interagit et 
modifie un facteur hôte, lequel est inclus dans un complexe protéique comprenant la protéine de 
résistance, en l’occurrence RX dans le cas présent. La protéine RX détecterait la modification du 
facteur hôte et induirait très rapidement une réponse de défense aspécifique du virus reconnu 
(Kohm et al., 1993; Bendahmane et al., 1995).  
Des études ont été menées dans l’optique de découvrir les protéines potentiellement impliquées 
dans la formation d’un complexe protéique, comprenant la protéine RX, et nécessaires à 
l’établissement de la résistance. Au cours de cette démarche, deux techniques de biochimie 
différentes, le Tap-tag (Tandem affinity purification tag) et la filtration sur gel en conditions natives, 
utilisant RX comme « appât » ont conduit à l’identification, de manière simultanée dans deux 
laboratoires, de la protéine RanGAP2 (Sacco et al., 2007; Tameling and Baulcombe, 2007). Cette 
protéine est requise spécifiquement pour la mise en place de la résistance liée à Rx puisque le 
silencing du gène codant cette protéine, dans des plantes de Nicotiana benthamiana exprimant des 
formes « affaiblies » de Rx telles que Rx:HA ou Rx D339V, autorise une légère accumulation virale au 
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niveau de la zone inoculée et induit une perte de la résistance liée à Rx, mais pas de celle rencontrée 
avec les pathosystèmes TMV/N ou Pseudomonas/Pto (Sacco et al., 2007; Tameling and Baulcombe, 
2007). En effet, dans ces plantes silencées, une souche virale du PVXTK:GFP est capable de systémie 
mais génère tout de même l’apparition de spots nécrotiques. De même, la surexpression de 
RanGAP2 a un effet sur la résistance liée à Rx, puisque combinée à la surexpression de la portion CC-
NBS-HA de Rx, elle induit une HR (Sacco et al., 2007). L’interaction spécifique de RanGAP2 avec la 
protéine RX a pu être mise en évidence lors de nombreuses expériences de coimmunoprécipitation. 
Les domaines des deux protéines intervenant dans cette interaction ont pu être délimités. Ainsi, la 
région amino-terminale de RanGAP2 s’étendant des acides aminés 1 à 112, appelée domaine WPP 
(en référence au motif conservé Tryptophane Proline Proline) est impliquée dans l’interaction avec la 
portion comprenant les 115 premiers résidus du domaine CC de la protéine RX (Sacco et al., 2007; 
Tameling and Baulcombe, 2007; Rairdan et al., 2008). Il a été mis en évidence que cette interaction 
est nécessaire au maintien d’un pool cytosolique de la protéine RX, indispensable au déclenchement 
de la résistance (Tameling et al., 2010). Le rôle que possède RanGAP2 dans la rétention de RX dans le 
cytoplasme est indépendant de son activité GAP (GTPase activating protein), mais repose 
uniquement sur le fait que RX se lie au niveau du domaine WPP de RanGAP2, le même domaine qui 
sert à l’ancrage de la protéine au niveau de la face externe de l’enveloppe nucléaire (Rose and Meier, 
2001; Tameling et al., 2010). Il apparait que pour être fonctionnelle, la résistance requiert un 
équilibre entre la répartition cytosolique et nucléaire de RX, ce que semble indiquer le fait que la 
suraccumulation de RX dans le cytoplasme ou dans le noyau, impacte fortement le niveau de 
résistance rencontré (Slootweg et al., 2010; Tameling et al., 2010). En effet, la suraccumulation de RX 
dans le cytoplasme liée à la surexpression de RanGAP2 entraîne une auto-activation de la résistance 
se traduisant par l’apparition d’une HR, tandis que la relocalisation de la quasi-totalité du pool 
cellulaire de RX dans le noyau via la surexpression de la protéine RanGAP2 fusionnée à un signal de 
localisation nucléaire (NLS), ou la fusion d’un NLS à RX, abolit l’apparition de la HR liée à la 
surexpression d’une forme auto-active de RX (Slootweg et al., 2010; Tameling et al., 2010). Ces 
observations tendent à montrer que l’activation de RX a lieu dans le cytoplasme.  
Pour l’heure, RanGAP2 est l’unique protéine mise en évidence comme interagissant avec RX. 
D’autres protéines ont cependant été décrites comme étant nécessaires à l’accumulation d’une 
protéine RX fonctionnelle. C’est par exemple le cas de HSP90 (Heat Shock Protein 90) sortie du crible 
d’une population de 5000 plants de tabacs silencées grâce à la méthode du VIGS, avec des vecteurs 
viraux dérivés du PVX contenant une banque d’ADNc normalisée, crible visualisé par la perte de la HR 
induite par la résistance liée à Pto/AvrPto, (Lu et al., 2003). Le silencing d’HSP90 chez N. benthamiana 
exprimant Rx, induit une perte de l’extrême résistance normalement rencontrée vis-à-vis des 
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souches avirulentes du PVX. Cette protéine interagit de manière spécifique avec SGT1 (Suppressor of 
G2 allele of skp1) et RAR1 (Requiered for Mla12 Resistance), éléments régulateurs majeurs de la 
résistance aux maladies, déclenchée par les gènes R, également requis pour la résistance liée à Rx 
(Shirasu et al., 1999; Azevedo et al., 2002; Takahashi et al., 2003; Boter et al., 2007). L’interaction 
entre ces trois protéines chaperonnes est nécessaire à l’accumulation d’une protéine RX bien 
conformée requise pour l’obtention d’une résistance fonctionnelle (Azevedo et al., 2006 ; Botër et 
al., 2007 ; Slootweg et al., 2010). Cependant, aucune publication ne rapporte l’interaction directe 
entre l’une de ces protéines et la protéine de résistance RX. Ce complexe protéique joue un rôle 
central dans la maturation et la stabilisation de nombreuses protéines de résistance mais ne semble 
pas faire partie d’éventuels complexes de garde comportant des protéines R (Tornero et al., 2002b; 
Bieri et al., 2004; Azevedo et al., 2006; Kadota et al., 2008; Slootweg et al., 2010). 
Ainsi aucune protéine mise en évidence à ce jour, hormis RanGAP2, n’est réellement susceptible de 
faire partie d’un complexe de garde comprenant RX et de faire le lien entre le facteur d’avirulence du 
PVX, la CP, et la protéine de résistance (Tameling et al., 2010). Aucune publication ne met en avant la 
recherche fructueuse d’une protéine interagissant avec la CP du PVX, requise pour le déclenchement 
de la résistance liée à Rx. Une étude présente cependant la mise en évidence chez le tabac d’une 
protéine dénommée NbPCIP1, capable d’interagir avec la CP du PVX (Park et al., 2009). Cette 
protéine semble jouer un rôle de facteur de susceptibilité, puisque sa surexpression chez N. 
benthamiana permet la suraccumulation d’une souche virale PVX:GFP ainsi qu’une accélération de sa 
progression systémique comparée à ce qu’il se passe chez une plante de type sauvage. Cette 
supposition est confortée par le fait que le silencing de NbPCIP1, même s’il est très peu efficace, 
conduit à une diminution de l’accumulation du PVX:GFP, associée à un ralentissement de son 
mouvement systémique (Park et al., 2009). Il aurait pu être intéressant de voir l’impact qu’aurait eu 
la surexpression ou le silencing de ce gène sur l’infection virale par une souche de PVXTK:GFP chez des 
tabacs exprimant le gène de résistance Rx. En effet, le cas présent remplirait potentiellement les 
conditions décrites dans la publication de Dangl et Jones de 2001, précisant que dans le modèle de 
garde, une protéine R telle que RX pourrait garder un facteur hôte, ici NbPCIP1, protéine ciblée par 
un effecteur viral, ici la CP pour assurer l’infection virale. Cependant, dans la publication, NbPCIP1 
semble être parfaitement associée au réticulum endoplasmique et exclue du noyau dans les 
expériences de localisation. Hors, si cette protéine appartenait à un complexe de garde impliquant 
RX, il est imaginable qu’elle co-localiserait avec la protéine R qui malheureusement possède une 
localisation cytosolique et nucléaire (Slootweg et al., 2010; Tameling et al., 2010).  
Le modèle actuel suppose donc que le pathosystème PVX/Rx obéit au modèle de Garde, c’est-à-dire 
que l’interaction entre le facteur d’avirulence du PVX et le produit du gène de résistance Rx est 
Figure IV-1 : Système de sélection utilisé pour le crible double hybride en levure 
La protéine d’intérêt servant d’appât est fusionnée au domaine de liaison à l’ADN GAL4. 
Lorsque cette dernière interagit avec une des proies issues de la banque de fusion d’ADNc 
avec le domaine d’activation GAl4, le complexe formé se lie au niveau du site de liaison à 
l’ADN GAL4 et active la transcription du gène rapporteur HIS3. L’histidine produite permet 
ainsi à la souche de levure MAV203 de croitre sur milieu carencé en histidine. 
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indirecte. Malgré les risques d’échec que cela comporte, dans l’optique de mettre en évidence une 
ou plusieurs protéines jouant potentiellement ce rôle d’intermédiaire, une stratégie de double 
hybride en levure a été mise au point pour cribler une banque d’ADNc construite à partir de plants de 
Nicotiana. Deux gènes candidats ont été mis en évidence lors de ce crible. L’un d’entre eux a fait 
l’objet d’une attention particulière et l’étude de son implication potentielle dans la résistance liée à 
Rx a été menée. La méthodologie ainsi que les résultats obtenus sont présentés dans ce chapitre 
 
IV.2 Choix de la technique de crible 
 
L’une des démarches les plus adaptées à la recherche de gènes impliqués dans une voie de 
signalisation d’intérêt reste le crible génétique, qui passe par la création d’une population de plantes 
mutées, grâce à un agent chimique tel que l’EMS (Ethyl-methanesulfonate) par exemple. Un 
phénotype de perte de résistance doit être recherché. Les plantes ainsi sélectionnées sont utilisées 
pour initier un clonage positionnel des gènes responsables de la perte de résistance. Cependant, 
cette stratégie prend énormément de temps, surtout dans le cas présent, où le choix de l’espèce de 
plante est crucial et est assez restreint car la résistance liée à Rx n’est fonctionnel que chez les 
Solanacées, et le gène doit être intégré par transgénèse dans l’espèce choisie. L’utilisation des tabacs 
transformés de manière stable avec Rx aurait pu être envisagée, mais l’absence de la séquence du 
génome de ces plantes aurait été un obstacle important. Dans tous les cas cette démarche n’était pas 
réalisable dans le temps imparti, et est déjà en cours, au sein du laboratoire, sur une autre espèce, la 
tomate Microtom (Sturbois et al., 2012). 
Le choix aurait pu se porter sur une méthode de co-immunoprécipitation ou de TAP Tag à 
partir de plantes surexprimant transitoirement la CP du PVXCP4, qui aurait servi d’appât et les 
protéines co-immunoprécipitées auraient été identifiées en spectrométrie de masse. Cependant, il 
est fort probable que l’interaction entre la CP du PVX et la protéine réceptrice soit transitoire et 
même très brève, que ce soit directement avec RX ou non. De telles expériences auraient d’ailleurs 
déjà été tentées, et se seraient heurtées à un échec, même en réalisant une étape de crosslinking 
sensée stabiliser les interactions protéiques dans l’échantillon (communication personnelle avec 
Bénédicte Sturbois et Abdelhafid Bendahmane).   
L’option retenue fut le double hybride (figure IV-1), qui possède plusieurs avantages dans le 
cas présent. D’une part, cette technique est relativement rapide à mettre en œuvre, puisqu’il existe 
des kits permettant assez facilement la construction de banques d’ADNc. Et d’autre part, il est 
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envisageable que si l’interaction entre la CP du PVX et la protéine hôte capable de la reconnaître est 
faible, la méthode du double hybride puisse la mettre en évidence, du fait de la stabilisation de 
l’interaction et du haut niveau de production des protéines recombinantes au sein de la levure. De 
plus, cette stratégie a déjà été utilisée avec succès par un collègue, Antoine Martin, dans la recherche 
d’interacteurs du gène contrôlant la gynoécie chez le melon (données non publiées). 
 
IV.2.1 Choix de l’appât 
 
Lors de la démarche entreprise pour tenter de caractériser la structure tridimensionnelle de 
l’éliciteur du PVX, l’une des étapes a consisté à réduire au maximum la taille de ce dernier, dans le 
but de faciliter les expériences de spectroscopie et plus particulièrement le traitement des données 
obtenues en RMN. Un éliciteur minimal, d’une longueur de 90 acides aminés, a pu être mis en 
évidence au cours de cette étude : le fragment 6 (figure IV-3 partie I). Il s’est avéré que ce résultat 
ouvrait une opportunité concernant la recherche de protéines jouant le rôle d’intermédiaires entre la 
CP et RX, dans un potentiel complexe de garde, et pourquoi pas la mise en évidence de « LA » 
protéine de garde déterminant la capacité de la plante à reconnaître la CP des souches virales 
avirulentes. Cependant, même si cela n’a pas été publié, l’expérimentation a montré que la protéine 
de capside du PVX présente de nombreux inconvénients quant à son utilisation dans des expériences 
de cribles de banques de protéines en double hybride en levure (communication personnelle 
d’Abdelhafid Bendahmane). D’une part, cette protéine est impliquée dans de nombreux processus 
du cycle viral, tels que le mouvement cellule à cellule, ou la régulation de la traduction du génome 
viral (Chapman et al., 1992; Atabekov et al., 2001; Karpova et al., 2006a; Karpova et al., 2006b),ce qui 
la rend susceptible d’interagir avec de très nombreuses protéines hôtes. Un très grand nombre de 
clones positifs serait donc obtenu en double hybride, ce qui diluerait énormément la représentativité 
des clones intéressants, potentiellement impliqués dans la résistance liée à Rx. D’autre part, l’une 
des caractéristiques majeures de la CP est qu’elle est capable de former des polymères, qui prennent 
la forme de disques, capables de s’assembler autour de l’ARN génomique viral, pour former des 
virions flexueux (Tremblay et al., 2006). Cela poserait un gros problème si la banque d’ADN 
complémentaire utilisée pour le double hybride était réalisée à partir de plantes exprimant le gène 
de la capside virale, auquel cas, la proportion de clones positifs correspondant à l’interaction de la CP 
appât et d’une CP proie serait énorme. Il est possible d’imaginer que cette interaction puisse être 
abolie par la fusion du domaine de liaison à l’ADN ou du domaine d’activation GAL4 au niveau de 
l’extrémité N-terminale de la CP, comme cela semble être le cas suite à l’addition d’une étiquette 
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histidine à cette même position (Zayakina et al., 2009). Cependant, cela resterait risqué puisque des 
contre-exemples existent (Kwon et al., 2005). Ainsi, l’utilisation d’un fragment éliciteur minimal 
permet d’une part, de s’affranchir du problème d’interaction entre les CP complètes, mais également 
de restreindre au maximum l’obtention de clones positifs, contenant la séquence codante de gènes 
qui ne seraient pas impliqués dans le mécanisme de reconnaissance de la CP via Rx. 
Dans un souci de cohérence entre les différentes expérimentations menées au cours de ce travail de 
thèse, il a été décidé que le fragment 6+18 dont l’étude structurale était en cours, serait également 
le fragment protéique qui allait servir au crible de la banque de protéines de fusion. En effet, voyant 
que le fragment 6 de la CP du PVX semblait très peu, voir pas exprimé en bactérie, une crainte que le 
même problème soit rencontré chez la levure persistait. D’autant plus qu’aucun témoin positif 
d’interaction en double hybride n’est disponible pour permettre de s’assurer que le domaine central 
de la CP, qui fait l’objet de notre étude, est bien produit.  
Le fragment 6+18 de la CP du PVXCP4 a donc été cloné dans le vecteur Gateway pDEST32 permettant 
ainsi la production en levure d’une protéine fusionnée au domaine de liaison à l’ADN GAL4 (AD) au 
niveau de l’extrémité N-teminale (figure IV-1). Cette construction a ensuite été insérée dans la 
souche de levure MAV203 grâce à la méthode de transformation au chlorure de lithium (section 
II.17.2). Les transformants ont été sélectionnés sur milieu carencé en Leucine (-L). 
 
IV.2.2 Construction de la banque d’ADNc : 
 
Le choix des plantes à utiliser pour extraire les ARN messagers nécessaires à la construction 
de la banque s’est porté sur Nicotiana tabacum et Nicotiana benthamiana. Le laboratoire disposait 
déjà de lignées transgéniques stables exprimant Rx1, sous le contrôle de son propre promoteur, pour 
ces deux écotypes. Ces lignées contiennent une insertion d’un sous-clone BAC du cultivar Cara de la 
pomme de terre, comportant le gène Rx sous le contrôle de son propre promoteur endogène. Elles 
présentent un phénotype d’extrême résistance similaire à celui observé chez la pomme de terre lors 
de l’inoculation de souches avirulentes du PVX, ainsi qu’un phénotype de HR lors de l’expression 
transitoire de CP de souches avirulentes du PVX (Bendahmane et al., 1999). Le tabac utilisé dans le 
laboratoire présente également les avantages d’être beaucoup plus facile à cultiver en chambre de 
culture que la pomme de terre, d’être diploïde, relativement facile à transformer de manière stable, 
mais également d’être compatible avec des expériences de silencing transitoire tel que le VIGS. 
Toutes ces raisons en font un bon outil de caractérisation de gènes candidats mis en évidence lors de 
Silencing 
Figure IV-2 : Profil d’infiltration des feuilles de Nicotiana ayant servi à faire la banque 
d’ADNc 
Des feuilles de Nicotiana benthamiana et tabacum sauvages et exprimant Rx, âgés de 3 
semaines ont été infiltrées ou non avec des Agrobacterium permettant la surexpression du 
fragment 6+18 de la CP du PVX CP4 ou HB. Les feuilles infiltrées ont été prélevées 
entièrement toutes les 12 heures à partir du moment de l’infiltration, de T=0 à 36 heures, 
sachant que l’apparition d’une HR est clairement visible à partir de 24 h post-infiltration 
pour les plantes exprimant Rx infiltrées avec l’éliciteur viral.  
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cribles comme celui qui devait être réalisé. Cependant, il faut prendre en compte que l’un des 
inconvénients majeurs de cette plante est que son génome n’est pas entièrement séquencé, 
contrairement à celui de la pomme de terre, et que cela a tendance à être handicapant dans les 
étapes de caractérisation des gènes candidats à étudier (Xu et al., 2011).  
Dans le but d’optimiser les chances d’obtenir des transcrits codant des protéines impliquées dans la 
reconnaissance de l’éliciteur viral par la plante, les conditions de « traitement » à appliquer aux 
plantes prélevées devaient être réfléchies. Ainsi, il fallait tenir compte de la cinétique de la résistance 
liée à Rx. Que ce soit la pomme de terre ou le tabac, lors de l’inoculation d’une souche virale du PVX 
avirulente, la mise en place de la réaction de résistance extrême a lieu dans les heures qui suivent 
(Kohm et al., 1993; Bendahmane et al., 1999; Abuqamar et al., 2008). De même, lors d’expériences 
de surexpression transitoire de CP élicitrices chez des plantes résistantes, le phénotype de mort 
cellulaire apparaît déjà très clairement 24h post-infiltration. Le déclenchement de la résistance est 
donc très précoce lors de la mise en présence avec l’éliciteur. Il paraissait donc convenable de 
réaliser les prélèvements à intervalles réguliers sur des plantes infiltrées avec l’éliciteur minimal de la 
souche avirulente PVXCP4 et son équivalent chez la souche PVXHB, qui ne diffèrent que par les deux 
acides aminés en position 121 et 127 de la CP. Les feuilles de 24 plants de Nicotiana benthamiana et 
tabacum, exprimant Rx ou non, âgés de trois semaines ont donc été infiltrées avec des 
Agrobacterium contenant les constructions codant le fragment 6+18 du PVXCP4 ou PVXHB, et ont été 
prélevées à 0, 12, 24 et 36h post-infiltration. Chacune des feuilles comportait de multiples points 
d’infiltration, qui ne couvraient pas la totalité de la surface de la feuille (IV- 2). En effet, il était 
important de prélever la zone infiltrée, ainsi que la zone qui la bordait, dans l’éventualité où des 
facteurs impliqués dans la résistance soient produits spécifiquement dans la zone foliaire jouxtant la 
partie infiltrée.  
Une extraction d’ARN a été réalisée à partir de la totalité des feuilles prélevées (section II.3.2). Ces 
ARN ont servi à la création de deux banques d’ADN complémentaire à l’aide du kit INVITROGEN 
« CloneMiner™ cDNA Library Construction Kit ». La première banque comportait 6,40 millions de 
clones portant des inserts de taille comprise entre 200 pb et plusieurs kb. Cette banque était de taille 
très correcte puisqu’une banque, pour être exploitable, doit contenir au moins 1 million de clones. 
Cependant, le séquençage des inserts de 24 clones choisis aléatoirement a révélé que près de la 
moitié d’entre eux ne contenait en fait qu’une queue poly-A de transcrit et non une partie ou le 
cadre de lecture ouvert complet de gènes. C’est ce qui a conduit à la création d’une seconde banque 
d’ADNc, à partir du reste des ARN extraits au début. Le protocole utilisé fut le même que pour la 
banque précédente, à la différence près que les ADNc générés ont été calibrés à l’aide d’une colonne 
de filtration sur gel permettant la rétention des fragments d’ADN d’une taille inférieure à 800pb. La 
Figure IV-3 : Test d’auto-activation du gène de sélection HIS3 dans la souche 
MAV203 transformée avec le vecteur portant la séquence de l’appât PVX CP4 
fragment 6+18  
La souche de levure pré-transformée avec la construction PVX CP4 Fgt6+18pDEST32, 
sélectionnée sur milieu carencé en leucine, a été utilisée pour être co-transformée 
avec une petite quantité de la banque d’ADNc pDEST22. Huit clones issus de cette 
transformation, sélectionnés sur milieu carencé en leucine et tryptophane (-L-T) ont 
été utilisés pour réaliser un drop test sur milieu sélectif -L-T-H supplémenté avec des 
concentrations croissantes de 3AT. Une auto-activation du système de sélection est 
clairement visible sur la boîte de milieu sélectif sans 3AT mais plus à partir de 10mM. 
Cette condition de sélection a donc été sélectionnée pour réaliser le crible.  
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banque ainsi créée comprenait 1,45 millions de clones, contenant des inserts d’une taille supérieure 
à 800pb. Les inserts contenus dans cette banque de pDONR222 ont été transférés par une réaction 
de LR dans le vecteur d’expression en levure pDEST22. Vingt et un millions de cfu (colony forming 
unit) ont été obtenus après transformation d’E.coli avec cette banque d’expression. Le nombre de 
clones obtenus permet de dire que la complexité de la banque a été conservée lors de l’étape de LR. 
 
IV.3 Crible double hybride 
 
IV.3.1 Identification d’interacteurs potentiels de la CP de PVX 
 
 Dans le but de déterminer les conditions de sélection à employer lors du crible de la banque 
de protéines de fusion, un test d’auto-activation de la construction servant d’appât a été réalisé 
(figure IV-3). Dans ce but, la souche de levure MAV203 contenant la construction AD::Fgt6+18 a été 
une nouvelle fois transformée mais avec une petite quantité de la banque à cribler, contenue dans le 
pDEST22. Les levures co-transformées ont été sélectionnées sur milieu carencé en Leucine et en 
Tryptophane (-L-T). Huit clones issus de cette transformation ont alors été utilisés pour réaliser un 
drop test sur des boîtes contenant le milieu de sélection, dépourvu de Leucine, Tryptophane et 
d’Histidine (-L-T-H), à utiliser lors du crible, ainsi qu’un gradient croissant de 3AT (inhibiteur 
compétitif du gène HIS-3 qui catalyse la 6
ème
 étape de la production de l’histidine). La croissance des 
différents clones a été visualisée après 6 jours de croissance à 30°C (figure IV- 3). La seconde colonne 
correspondant au dépôt d’une suspension de levure avec une DO de 0,01, condition la plus proche 
de celle rencontrée lors de l’étalement d’une transformation, n’était plus visible à partir d’une 
concentration de 3AT égale à 50mM. A priori, il valait mieux être très stringent puisque la protéine 
de capside complète du PVX était connue comme étant « sticky », capable d’interagir de manière 
aspécifique avec énormément de protéines. Le premier crible de la banque d’ADNc fut donc réalisé 
sur milieu -L-T-H +50 mM de 3AT. Trente millions de cfu (colony forming unit) furent criblées, mais 
aucune colonie n’apparut sur le milieu sélectif après 6 jours de croissance. Il apparut donc que la 
forme tronquée de la CP utilisée comme appât n’était pas aussi « collante » que la CP complète. Un 
second crible, moins stringent fut donc réalisé sur le même milieu de sélection, mais avec seulement 
10mM de 3AT. Soixante dix millions de cfu furent criblées, et au bout de quatre jours, 12 colonies 
d’un diamètre d’environ 2 millimètres ont fait leur apparition, suivies deux jours plus tard, par 289 
autres colonies de taille inférieure. L’ensemble des clones isolés a été prélevé puis ré-étalé sur milieu 
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sélectif pour s’assurer qu’il ne s’agissait pas de faux positifs. Seuls 94 clones ont à nouveau poussé. 
Les plasmides portant les proies qu’ils contenaient ont été extraits puis ont servi de matrice à une 
PCR dont le produit a été séquencé. Des 94 clones, seuls 10 d’entre eux possédaient un cadre de 
lecture en phase avec celui du domaine d’activation GAL4. Tous appartenaient aux 12 premiers 
clones apparus. Deux d’entre eux, issus de Nicotiana benthamiana, semblaient potentiellement 
intéressants : le premier, codant une protéine de 231 acides aminés déjà décrite dans la littérature 
chez Nicotiana tabacum : l’Ethylene Response Factor 5 (Fischer and Droge-Laser, 2004), ainsi qu’un 
second, codant une protéase chloroplastique de 707 acides aminés, appelée FtsH (Seo et al., 2000). 
Dans un premier temps, pour s’assurer du fait que ces deux gènes étaient bien responsables de la 
croissance des clones de levure sur milieu sélectif, les vecteurs pDEST22, portant les proies ont été 
extraits des clones positifs (section II.4.1), retransformés dans E.coli (section II.1.2.2) avant de servir à 
une nouvelle co-transformation de la levure MAV203 avec le vecteur pDEST32 contenant la séquence 
de l’appât, PVXCP4 fgt6+18. Les clones ainsi obtenus ont été utilisés pour réaliser un drop test sur 
milieu sélectif (section II.17.4). Ce test a permis de valider le fait que les proies séquencées étaient 
bien celles qui permettaient la croissance des clones positifs découverts lors du crible.  
 
IV.3.2 Confirmation de l’interaction des clones d’intérêt avec l’éliciteur minimal en levure 
 
 Comme cela arrive la plupart du temps, les séquences présentes dans le pDEST22 ne 
correspondaient pas aux séquences codantes pleine longueur des gènes d’intérêt. Ainsi, après 
vérification dans la base de données du NCBI, il s’est avéré que les séquences d’ADNc clonées pour le 
NbERF5 comprenaient la quasi-totalité du transcrit pleine longueur, avec une partie de la région 
5’UTR, la séquence codante, la région 3’UTR ainsi que la queue polyA du transcrit. Par chance, la 
phase de lecture était conservée entre le domaine d’activation GAL4 et la séquence codante de l’ERF 
malgré la présence d’une portion de la région 5’UTR. La séquence protéique du NbERF5 était donc 
allongée de 7 acides aminés. Au contraire, la séquence de Nb-FtsH était, quant à elle, tronquée du 
côté 5’ mais s’étendait jusqu’à la séquence polyA du côté 3’. La protéine de fusion GAL4BD-NbFtsH 
ne comprenait donc que les 634 derniers acides aminés de la FtsH. Pour s’assurer que les protéines 
complètes codées par les deux gènes d’intérêt étaient bien capables d’interagir avec l’éliciteur 
minimal du PVXCP4, les séquences codantes des deux gènes ont été clonées dans le pDEST22, en 
accord avec les données obtenues sur le NCBI (section  II.14). Ces nouvelles constructions ont été co-
transformées avec le pDEST32 codant l’éliciteur minimal, dans la levure. Les colonies obtenues ont 
permis la réalisation de drop tests sur milieu sélectif. Cette expérience, répétée deux fois, a permis 
   
Figure IV-4 : Validation de l’interaction entre le fragment 6+18 de la CP du PVX CP4 et 
les clones issus du crible double hybride 
Les plasmides pDEST22 contenant les proies, ERF5 et FtSH, dans les clones positifs issus 
du crible ont été extraits et ont servi à retransformer la souche MAV203 contenant le 
Fgt6+18 de la CP du PVX CP4. Un drop test a été réalisé sur milieu sélectif supplémenté 
de 10 mM de 3AT, avec les clones issus de cette transformation. Les témoins négatifs 
comportent le pDEST32 ou 22 vide.  
BD et AD correspondent respectivement au domaine de liaison à l’ADN Gal4 codé par le 
vecteur pDEST32 et au domaine d’activation GAL4 codé par le vecteur pDEST22. 
Les photos ont été prises après 6 jours de croissance à 30°C. 
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Figure IV-5 : Test de l’interaction entre NbERF5 et le fragment 6+18 de la CP issu 
de souches virales avirulentes ou virulentes sur le milieu -L-T-H supplémenté 
avec 10mM de 3AT 
Dans ce drop test, les clones de levures utilisés contiennent la construction 
NbERF5pDEST22 ainsi que le pDEST32 codant le fragment 6+18 des souches 
avirulentes PVX CP4 et PepMV 0632 sauvage ou celui issu des souches virulentes 
PVX HB et PepMV G99S. Les témoins négatifs sont réalisés avec les vecteurs vides. 
Les photos ont été prises après 6 jours de croissance à 30°C. 
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de mettre en évidence que la protéine complète codée par le NbERF5 interagit bien avec l’éliciteur 
minimal du PVXCP4 en levure (figure IV-4). Cependant, il s’est avéré que l’interaction avec la FtsH 
complète n’a pas pu être mise en évidence en levure.  
 
IV.4 NbERF5 est-il le déterminant de la reconnaissance des souches 
avirulentes des Potexvirus ? 
 
IV.4.1 Test de l’interaction entre le NbERF5 et différents fragments de CP issus de souches 
virales virulentes ou avirulentes 
 
 Dans le but de déterminer si le NbERF5 était le déterminant de la reconnaissance de 
l’éliciteur viral du PVX dans la résistance liée à Rx, son interaction avec le fragment minimal éliciteur 
issu de souches virales virulentes ou avirulentes a été testée en double hybride dirigé en levure. Pour 
cette expérience, les séquences codantes du fragment 6+18 issues de quatre souches virales 
différentes ont été utilisées : deux avirulentes, PVXCP4 et PepMV0632 ainsi que deux virulentes, PVXHB 
et PepMVG99S (Candresse et al., 2010). Ces séquences ont été clonées dans le pDEST32 avant d’être 
co-transformées dans la levure avec le pDEST22 contenant la CDS complète du NbERF5. Les colonies 
issues de ces co-transformations ont été utilisées pour réaliser des drop tests sur milieu sélectif. Les 
résultats présentés dans la figure IV-5  ont mis en évidence que l’interaction entre le NbERF5 et le 
fragment 6+18 est identique, qu’il s’agisse d’une CP élicitrice ou non. Il ne semble donc pas que la 
reconnaissance de l’éliciteur viral dans la résistance liée à Rx repose directement sur un simple 
modèle d’interaction ou de non interaction entre l’ERF5 et l’éliciteur. 
Toujours dans l’hypothèse selon laquelle, l’ERF5 interviendrait dans la reconnaissance de l’éliciteur 
viral, il fallait montrer que cette protéine est capable de reconnaître l’éliciteur minimal, mais aussi la 
protéine de capside complète, qui est le facteur déclencheur de la résistance liée à Rx chez la plante, 
lors d’une infection virale. Pour tester cette hypothèse, les séquences codantes de la CP complète du 
PVXCP4 et du PVXHB ont été clonées dans le pDEST 32, puis ont servi à co-transformer la levure 
MAV203 avec le pDEST 22 contenant la séquence codante de l’ERF5. Une fois encore, les clones 
obtenus ont servi à réaliser un drop test sur milieu sélectif. L’expérience a été répétée au moins deux 
fois de manière indépendante, et les résultats obtenus après 6 jours de croissance sont présentés 
dans la figure IV-6. Si l’on compare la croissance nulle des témoins négatifs à celle des clones 
comportant à la fois l’ERF5 et la CP complète du PVXCP4 ou du PVXHB, le NbERF5 interagit bien avec la 
   
Figure IV-6 : Test de l’interaction entre NbERF5 et la CP complète du PVX sur le milieu sélectif -
L-T-H supplémenté avec 30mM de 3AT 
Afin de réaliser ce drop test, la séquence codante pleine longueur de NbERF5 a été clonée dans le 
vecteur pDEST22. Les interactions de ce dernier avec la CP complète des souches PVX CP4 
(avirulente) et PVX HB (virulente) ont été comparées. Les témoins négatifs sont réalisés avec les 
vecteurs vides. Les photos ont été prises après 6 jours de croissance à 30°C. 
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Figure IV-7 : Principe de la Bimolecular  Fluorescence Complementation (BiFC) et ensemble des 
vecteurs utilisés 
a : Le principe de la BiFC  : la YFP (Yellow Fluorescent Protein) est scindée en deux hémimolécules : YN 
(acides aminés 1 à 154) et YC (acides aminés 155 à 238) non fluorescentes lorsqu’elles sont co-
exprimées de manière libre dans une cellule. En revanche, lors de la co-expression  de chacune des 
moitiés fusionnée à l’une des protéines d’un couple d’interacteurs à tester (A et B), s’il y a interaction 
entre les deux protéines d’intérêt, les deux hémi-YFP vont reformer une YFP fonctionnelle, 
fluorescente lors d’une exposition à une longueur d’onde de 514nm. 
b : Représentation de l’ADN-T de chacun des quatre vecteurs GatewayR utilisés dans les expériences 
de BiFC  
Ils comportent tous une copie du promoteur 35S du virus de la mosaïque du choux fleur (35SP), ainsi 
qu’un terminateur 35S (35ST), mais également les sites de recombinaison GatewayR nécessaires au 
clonage de l’ADNc. L’unique différence entre ces derniers est la présence de la partie amino-terminale 
de la YFP (N-YFP) ou de sa partie carboxy-terminale (C-YFP) en N-ter ou en C-ter de l’ADNc d’intérêt. 
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protéine de capside complète du PVX, qu’il soit virulent ou avirulent. Cependant, en comparant l’état 
de croissance des levures, il apparaît très clairement que l’intensité d’interaction entre la CP 
complète et l’ERF5 est largement inférieure à celle qui existe entre le fragment minimal de la CP et 
l’ERF5.  
 
IV.4.2 Validation des interactions entre NbERF5 et la CP des souches PVXCP4 et PVXHB in 
planta 
 
 Théoriquement, les résultats des expériences réalisées en levure, sont transposables in 
planta. Cependant, cela n’est pas toujours le cas, c’est pourquoi, il est nécessaire de valider tout ce 
qui a pu être mis en évidence chez la levure, dans le système plante. En ce qui concerne les 
interactions protéine/protéine, deux techniques sont couramment utilisées pour les confirmer in 
planta : la coimmunoprécipitation (qui peut également être utilisée pour la recherche d’interacteurs 
« sans a priori ») et la Bimolecular fluorescence complementation (BiFC). Des deux techniques, la 
BiFC est la plus facile à mettre en œuvre, lorsque personne n’a mis au point des conditions 
d’expérimentation utilisables en routine dans un laboratoire pour l’une ou l’autre des techniques. 
Cette technique a donc été choisie pour valider in planta les observations réalisées chez la levure. 
Son principe est simple (figure IV-7), la YFP (Yellow Fluorescent Protein) est scindée en deux 
hémimolécules : YN (a.a. 1 à 154) et YC (a.a. 155 à 238) non fluorescentes lorsqu’elles sont co-
exprimées de manière libre dans une cellule. En revanche, lorsque chacune des moitiés est fusionnée 
à l’une des protéines d’un couple d’interacteurs à tester, lors de la co-expression des deux protéines 
de fusion, s’il y a interaction entre les deux protéines d’intérêt, les deux hémi-YFP vont reformer une 
YFP fonctionnelle, fluorescente lors d’une exposition à une longueur d’onde de 514 nm, avec un pic 
d’émission à 527 nm (figure IV-7a). Dans le but de valider les interactions observées avec le système 
levure, chacune des séquences codantes d’intérêt (éliciteur minimal, NbERF5, Nb-FtsH) a été clonée 
dans les quatre vecteurs utilisables pour la BiFC (figure IV-7b). En effet, la fusion de l’une ou l’autre 
des hémi-YFP en N-terminal ou C-terminal de la protéine d’intérêt peut influencer sa capacité 
d’interaction et il est parfois nécessaire de tester les huit combinaisons possibles pour un couple 
d’interacteurs. Les vecteurs d’expression ainsi obtenus ont servi à transformer Agrobacterium 
tumefaciens. Pour chacun des couples à tester, huit co-infiltrations ont été réalisées dans des feuilles 
de Nicotiana benthamiana, en ajoutant à chaque fois un clone Agrobacterium permettant 
l’expression de l’inhibiteur de silencing P19. Deux jours plus tard, la zone de la feuille infiltrée était 
observée au microscope confocale, à la recherche d’une éventuelle fluorescence signe de 
ERF5 Globosa 
Deficiens 
CP4 Fgt 6+18  
pBIFC2 
pBIFC3 
HB Fgt 6+18  
Figure IV-8 : Vérification de l’interaction  in planta entre l’ERF5 du  tabac et le fragment 
6+18 de la CP du PVX 
Les ADNc codant NbERF5 et le Fgt6+18 de la CP du PVX CP4 et HB ont été clonés dans les 
vecteurs binaires pBIFC2 et 3 et ont été co-agroinfiltrés dans Nicotiana benthamiana pour 
tester les interactions suivantes : ERF5/CP4 Fgt6+18, ERF5/HB Fgt6+18, ainsi que les 
témoins négatifs ERF5/Deficiens, CP4 Fgt6+18/Globosa, HB Fgt6+18/Globosa et le témoin 
positif Globosa/Deficiens. Les observations sont réalisées en microscopie confocale 2 ou 3 
jours post-infiltration. La barre d'échelle représente 20µm, sauf pour les deux photos en 
bas à gauche, où elle représente 10µm.  
10µm 
Figure IV-9 : Vérification de l’interaction  in planta entre l’ERF5 du  tabac et la CP du 
PVX 
a : Les ADNc codant NbERF5 et la CP du PVX CP4 et HB ont été clonés dans les vecteurs 
binaires pBIFC2 et 3, et ont été co-infiltrés dans Nicotiana benthamiana pour tester les 
interactions suivantes: ERF5/CP4 CP, ERF5/HB CP, ainsi que les témoins négatifs 
ERF5/Deficiens, CP4 CP/Globosa, HB CP/Globosa et le témoin positif Globosa/Deficiens. 
Les observations sont réalisées en microscopie confocale  2  jours post-infiltration.  
b : Western blot anti CP réalisé à partir des feuilles présentées dans la figure a infiltrées 
avec les combinaisons CP4 CP/ERF5 et  HB CP/ERF5. 
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Figure IV-10 : Vérification de l’interaction in planta entre la FtSH du tabac 
et le fragment 6+18 de la CP du PVX 
Les ADNc pleine longueur codant NbFtSH et le Fgt6+18 de la CP du PVX CP4 
ont été clonés respectivement dans les vecteurs binaires pBIFC2 et 3, et ont 
été co-infiltrés dans Nicotiana benthamiana pour tester l’interaction entre 
NbFtSH et le Fgt6+18 du PVX CP4.  
Remarque : les témoins négatifs Deficiens et Globosa n’étaient pas encore 
disponibles. 
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l’interaction des deux protéines d’intérêt. Un couple de vecteurs portant les séquences codantes des 
gènes Globosa et Deficiens, servant de contrôle positif, a été fourni par Lionel Gissot, du Laboratoire 
Biologie Cellulaire de l’Institut Jean-Pierre Bourgin (Marion et al., 2008). Ce témoin permet d’une 
part de valider techniquement l’expérience mais également de réaliser des témoins négatifs, en co-
infiltrant l’un de ces deux vecteurs avec le vecteur complémentaire porteur de la séquence d’intérêt 
à tester. 
Le tableau en annexe  présente l’ensemble des combinaisons testées, ainsi que les données de 
fluorescence. Cette expérience a permis de mettre en évidence in planta l’interaction entre le 
fragment minimal éliciteur du PVXCP4 et l’ERF5 du tabac, mais également entre le fragment minimal 
du PVXHB et l’ERF5. Ces résultats semblent être validés, dans les deux cas, par l’absence totale de 
fluorescence observée lors de la co-expression du fragment minimal de la CP et de Deficiens (figure 
IV-8). L’intensité de fluorescence semble même être supérieure pour le couple PVXCP4 fgt6+18/ERF5 
que pour PVXHB fgt6+18/ERF5. Cependant, il n’est pas possible d’associer cette différence de niveau 
de fluorescence à une différence de niveau d’interaction puisque la quantité de protéine produite 
pour chacun des partenaires n’est jamais connue. Les interactions entre l’ERF5 et la CP complète du 
PVXCP4 et PVXHB ont également été testées (figure IV-9). A première vue, la CP complète de PVXCP4 
interagit faiblement avec l’ERF5, tandis que la co-expression de la CP du PVXHB et de l’ERF5 ne permet 
pas la visualisation d’une fluorescence donc d’une interaction (figure IV-9a). Cependant, un problème 
se pose puisque lors de l’observation du témoin négatif PVXCP4/Deficiens, des agrégats fluorescents 
sont très clairement visibles au niveau des cellules infiltrées. Cet artefact empêche donc la validation 
de l’interaction entre la CP complète du PVXCP4 et l’ERF5. Ce problème d’apparition d’agrégats n’a pas 
été rencontré avec la CP du PVXHB. Cette observation laissait penser que la CP du PVXHB n’était pas 
produite, sachant que cette dernière possède une séquence primaire très similaire à celle du PVXCP4, 
donc potentiellement des propriétés identiques. L’accumulation des deux CP dans les échantillons 
observés au microscope a donc été vérifiée par western blot. Et effectivement il est apparu que la CP 
du PVXCP4 s’accumule très bien dans les feuilles de tabac infiltrées, contrairement à la CP du PVXHB, 
qui est indétectable (figure IV-9b). Aucune conclusion n’a pu donc être tirée quant à l’interaction 
entre l’ERF5 et la CP du PVXHB.  
L’interaction entre la FtSH et l’éliciteur minimal du PVXCP4 n’a, quant à elle, été testée qu’une seule 
fois. Une légère fluorescence a pu être constatée (figure IV-10), mais à l’époque où l’expérience a été 
réalisée les constructions permettant de réaliser les témoins négatifs d’interaction n’étaient pas 
encore disponibles ce qui empêche de conclure sur cette observation.  
 
   
Chapitre IV: Recherche de gènes partenaires de la résistance liée à Rx chez les plantes cultivées 
 
115 
 
IV.5 Implication de NbERF5 dans la résistance liée à Rx 
 
 A l’heure actuelle, une seule protéine, RanGAP2, interagissant avec RX et requise pour la 
résistance a pu être mise en évidence (Sacco et al., 2007; Tameling and Baulcombe, 2007; Tameling 
et al., 2010). Il n’a cependant jamais pu être démontré que l’éliciteur viral interagit directement avec 
RanGAP2 ou RX. Cette observation tend à suggérer l’implication de ces deux protéines dans un 
complexe hétéromultimérique, appelé complexe de garde, comprenant dans ce cas, la protéine de 
résistance RX, la protéine RanGAP2 et potentiellement d’autres protéines partenaires impliquées 
dans la perception de l’éliciteur viral (Dangl and Jones, 2001). En émettant cette hypothèse, il est 
tout à fait possible d’imaginer que l’ERF5 du tabac, qui interagit directement avec l’éliciteur viral, soit 
l’une des protéines de garde du complexe, impliqué dans la perception du virus. Pour tester cette 
hypothèse, la démarche la plus simple consiste à tester l’interaction entre l’ERF5 et la protéine RX, 
ainsi que RanGAP2.  
 
IV.5.1.1 Contrôles positifs d’interaction en levure 
 
 Les interactions présentées ci-dessus sont issues d’une stratégie de double hybride dirigée. 
Les gènes candidats ont été sélectionnés dans la littérature, et pour chacune des constructions 
utilisées un témoin positif adéquat devait être choisi. Pour les cribles faisant intervenir la CP 
complète du PVX, la protéine Nb-PCPIP1 (PVX CP Interacting Protein 1), interacteur connu de la CP du 
PVX devait servir de contrôle positif d’interaction (Park et al., 2009). La séquence codante de cette 
protéine a été clonée à partir de Nicotiana benthamiana, puis introduite dans le vecteur d’expression 
pDEST22, pour servir à la co-transformation des levures avec les constructions dans pDEST22 portant 
la séquence de la CP du PVX. Cependant, malgré la répétition des drop tests, l’interaction faible 
décrite dans la publication n’a jamais pu être visualisée avec la CP complète. Cela a également été le 
cas avec l’éliciteur minimal, cependant, dans ce cas, le fait de tronquer la partie N-terminale et la 
partie C-terminale de la CP, laissait présager une perte d’interaction avec Nb-PCIP1. 
Pour ce qui est des interactions faisant intervenir RanGAP2 ou RX, le meilleur témoin positif était le 
couple de protéines lui-même puisqu’une interaction forte a déjà été mise en évidence entre ces 
deux partenaires et que des expériences de double hybride fructueuses ont déjà été tentées 
(Tameling et al., 2006; Sacco et al., 2007; Tameling et al., 2010). Les séquences codant les protéines 
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Figure IV-11: Test de l’interaction entre NbERF5 et NbRanGAP2 sur milieu 
sélectif -L-T-H supplémenté avec 30mM de 3AT  
Les clones de levure utilisés contiennent différentes combinaisons des 
vecteurs suivants : NbRanGAP2pDEST32, pDEST32 vide, CC-Rx pDEST22, 
NbERF5pDEST22 et pDEST22 vide.  
Les photos ont été prises 3 jours après dépôt des levures sur le milieu solide 
et incubation à 30°C. 
 
 
Figure IV-12 : Test de l’interaction entre NbERF5 et RX sur le milieu de sélection 
supplémenté avec 30mM de 3AT 
La séquence codante pleine longueur de Rx1 a été clonée dans le vecteur pDEST22, et 
celle des domaines de RX (CC, NBS et LRR) a été cloné séparément dans le vecteur 
pDEST22. La combinaison RanGAP2/CC-Rx sert de témoin positif d’interaction. Les 
photos ont été prises 3 jours après dépôt des levure sur le milieu sélectif et incubation à 
30°C. 
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RanGAP2 et RX ont été insérées respectivement dans les vecteurs pDEST32 et pDEST22, les mêmes 
constructions qui ont servi à tester les interactions avec l’ERF5 du tabac. 
 
IV.5.1.2 Interaction en levure entre NbERF5 et RanGAP2 
 
 Dans l’optique, de vérifier cette hypothèse, la séquence codante de RanGAP2 clonée à partir 
de Nicotiana benthamiana a été insérée dans les vecteurs pDEST32. La souche de levure MAV203 a 
été co-transformée avec cette construction et le vecteur complémentaire, codant l’ERF5. Les colonies 
obtenues ont servi à la réalisation de drop tests dont les résultats sont présentés dans la figure IV-11. 
Une interaction claire entre l’ERF5 et RanGAP2 a pu être constatée. En effet une croissance peut 
même être constatée lors de l’augmentation de la quantité de 3AT à 60 mM, ce qui tend à montrer 
que cette interaction est plus intense que celle mis en évidence entre l’ERF5 et l’éliciteur minimal, 
qui ne permet pas aux levures de pousser sur une concentration de 3AT supérieure à 30 mM. Une 
fois encore, le résultat obtenu en levure n’était pas directement transposable in planta et nécessitait 
donc une validation grâce à la technique de BiFC, qui sera exposée par la suite.  
 
IV.5.1.3 Interaction en levure entre NbERF5 et RX 
 
 Pour visualiser l’éventuelle interaction entre l’ERF5 du tabac et la protéine RX, les séquences 
codantes de Rx, et de chacun de ses domaines CC, NBS et LRR ont été clonées séparément dans le 
pDEST22. La souche de levure MAV203 a été co-transformée avec les quatre combinaisons possibles 
entre l’ERF5 et ces constructions. Les colonies isolées ont été utilisées pour réaliser des drop tests sur 
milieu sélectif avec un gradient croissant de 3AT et les observations de croissance ont été effectuées 
après 6 jours d’incubation à 30°C (figure IV-12). De manière intéressante, une forte interaction a pu 
être constatée entre l’ERF5 et RX, puisque des colonies poussent très bien sur 90mM de 3AT, même 
pour des dilutions de levures très importantes. Le découpage de RX en trois domaines distincts a 
permis de déterminer quelle partie de la protéine RX interagit avec l’ERF. En effet, une croissance des 
levures similaire à celle observée avec la protéine RX entière a pu être observée pour les clones 
exprimant l’ERF5 et le domaine CC de Rx (figure IV-12). Ces résultats ont également nécessité une 
confirmation in planta, en BiFC. 
 
   
Figure IV-13 : Vérification de l’interaction  in planta entre l’ERF5 du  tabac et 
NbRanGAP2 
Les ADNc codant NbERF5, Nb RanGAP2 et CC-Rx ont été clonés dans les vecteurs 
binaires pBIFC2 et 3, et ont été co-agroinfiltrés dans Nicotiana benthamiana pour 
tester l’interaction entre l’ERF5 et RanGAP2. Les témoins négatifs  sont représentés 
par les combinaisons ERF5/Deficiens, CC-Rx/Deficiens et RanGAP2/Globosa, et les 
témoins positifs par les combinaisons Globosa/Deficiens et CC-Rx/RanGAP2. Les 
observations sont réalisées en microscopie confocale 2 jours post-infiltration. La 
barre d’échelle correspond à 20 µm. 
 
ERF5 Globosa 
pBIFC2 
pBIFC3 
RanGAP2 
Deficiens 
CC-Rx 
Figure IV-14 : Vérification de l’interaction  in planta entre l’ERF5 du  tabac et 
le domaine CC de RX 
Les constructions NbERF5 et Globosa pBiFC2 ont été utilisées dans différentes 
combinaisons avec les vecteurs CC-Rx et Deficiens pBiFC3. Le témoin positif est 
représenté par la combinaison Deficiens/Globosa. Les observations sont 
réalisées en microscopie confocale 2 jours post-infiltration. La barre d’échelle 
correspond à 20 µm. 
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pBIFC2 
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IV.5.1.4 Interaction in planta entre NbERF5 et RanGAP2 
  
 Comme précédemment, la technique de BiFC a été utilisée pour valider l’interaction entre 
l’ERF5 et RanGAP2. Les séquences codantes des deux gènes d’intérêt ont été clônés dans les quatre 
vecteurs disponibles pour mener l’expérience de BiFC, avant d’être introduites dans Agrobacterium. 
Toutes les combinaisons de constructions possibles ont été infiltrées dans les feuilles de jeunes 
Nicotiana benthamiana, avant de réaliser une détection de fluorescence deux jours plus tard en 
microscopie confocale (figure IV-13). Une importante fluorescence a pu être observée dans le 
cytoplasme, plus particulièrement au niveau de la surface externe du noyau, pour plusieurs des 
combinaisons testées, avec un maximum atteint, lors de l’emploi du couple Nb-RanGAP2-pBIFC4 / 
NbERF5-pBIFC2, présenté sur la figure IV-13. Les témoins négatifs correspondants ne présentaient 
aucune fluorescence, même en augmentant l’intensité du laser servant à exciter la YFP. L’interaction 
entre l’ERF5 du tabac et RanGAP2 a donc été validée in planta. 
 
IV.5.1.5 Interaction in planta entre l’ERF5 et RX 
 
 La démarche utilisée dans ce cas-ci est identique à celle utilisée pour caractériser 
l’interaction entre l’ERF5 et RanGAP2. Cependant une barrière technique se posait, puisque dans les 
vecteurs utilisés pour les expériences de BiFC, les séquences codantes des gènes d’intérêt sont sous 
le contrôle d’un promoteur 35S, induisant la surexpression de ce gène donc potentiellement une 
suraccumulation de la protéine d’intérêt. Dans le cas présent, la surexpression de la version complète 
de RX aurait déclenché une réponse hypersensible 24 heures après infiltration (Bendahmane et al., 
2002). L’initiation du processus de mort cellulaire est accompagnée d’une augmentation très rapide 
de l’autofluorescence de l’échantillon, rendant impossible toute observation d’une fluorescence 
spécifique, telle que celle émise par la YFP. Pour contourner le problème, l’option retenue a été de 
valider uniquement l’interaction entre le NbERF5 et le domaine CC de RX, qui avait été mise en 
évidence à l’aide du système double hybride en levure. En effet, l’apparition d’une HR n’a jamais été 
mise en évidence lors la surexpression du domaine CC seul. Comme précédemment, les huit 
combinaisons possibles entre les vecteurs pBiFC ont été utilisées lors des infiltrations de Nicotiana 
benthamiana. Une fluorescence nucléaire a pu être constatée pour la combinaison comprenant 
l’ERF5 dans pBIFC2 et le domaine CC de RX dans pBIFC3 (figure IV-14). Les témoins négatifs réalisés 
en croisant les combinaisons ERF5-pBIFC2/CC(RX)-pBIFC3 avec Globosa-pBIFC2/Deficiens-pBIFC3 
n’ont jamais présenté de fluorescence. 
   
Chapitre IV: Recherche de gènes partenaires de la résistance liée à Rx chez les plantes cultivées 
 
118 
 
Après avoir déterminé quelle combinaison de vecteur permettait de visualiser l’interaction entre le 
domaine CC et l’ERF5, une expérience a été réalisée pour tenter de mettre en évidence l’interaction 
entre l’ERF5 et RX complet. Pour éviter l’apparition d’une HR lors de la surexpression de Rx, des 
plants de Nicotiana benthamiana ont subi du VIGS (Virus Induced Gene Silencing) (section II.17.6). Ils 
ont été inoculés avec un clone du TRV agroinfiltrable, contenant une portion de la séquence codante 
du gène SGT1 de la tomate, permettant de réduire l’accumulation du transcrit du gène SGT1 donc 
d’inhiber la résistance liée à Rx (Peart et al., 2002). Quinze jours après inoculation du TRV, les clones 
Agrobacterium contenant les constructions nécessaires à la BiFC ont été infiltrés dans les plantes 
silencées pour SGT1. Contre toute attente, une HR était déjà visible 48h plus tard. Par malchance, les 
conditions de cultures des tabacs n’ont pas pu être régulées correctement après l’inoculation du TRV. 
Une élévation de la température de culture de plus de huit degrés Celsius, a induit une croissance 
très rapide des plantes et semble avoir très largement diminué l’efficacité du VIGS. Les feuilles 
infiltrées ont tout de même été observées au microscope confocal, cependant, un niveau 
d’autofluorescence élevé, lié au déclenchement de la HR liée à Rx, a empêché l’obtention de 
résultats exploitables. 
 
IV.5.2 Validation fonctionnelle de l’implication des clones issus du crible double hybride 
dans la résistance liée à Rx chez les Solanacea. 
 
 Si le double hybride dirigé en levure a permis de visualiser l’interaction entre les protéines 
codées par les clones mis en évidence lors du crible double hybride et différentes protéines 
impliquées dans la résistance liée à Rx, il ne permet cependant pas de mettre en évidence leur rôle 
potentiellement crucial dans la mise en place de la résistance. C’est pourquoi, parallèlement aux 
expérimentations menées en levure, d’autres stratégies ont été mises en œuvre in planta pour 
tenter de déterminer si les gènes identifiés interviennent ou non dans l’établissement de la 
résistance liée à Rx.  
 
IV.5.2.1 Surexpression transitoire in planta 
 
 La démarche la plus simple a consisté à surexprimer de manière transitoire les deux gènes 
d’intérêt dans des plantes exprimant le gène de résistance Rx. En effet, il est connu que la 
suraccumulation de protéines telles que RX ou son interacteur direct, RanGAP2 chez une plante 
Figure IV-15 : Surexpression transitoire chez Nicotiana des gènes identifiés en 
double hybride en levure 
La séquence codante du gène NbERF5 a été placée sous le contrôle du promoteur 
35S du virus de la mosaïque du choux fleur, dans le vecteur pGWB2 (a et b) ou 
fusionnées à la GFP au niveau de l’extrémité C-terminale dans le vecteur pGWB5 
(c et d). Ces constructions ont été agroinfiltrées associées à l’inhibiteur de 
silencing P19, chez Nicotiana tabacum et benthamiana. Les photos ont été prises 2 
jours post-infiltration grâce à l’appareil photo (a et c) ou sous UV, à travers une 
loupe binoculaire (b et d) pour s’assurer de la production de la protéine fusionnée 
à la GFP.  
NbERF5 NbERF5-GFP 
a 
b 
c 
d 
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exprimant Rx est capable de déclencher l’apparition d’une HR au niveau de la zone de la feuille 
infiltrée (Bendahmane et al., 2002; Sacco et al., 2007). Les séquences codantes de l’ERF5 et de la 
FtSH ont donc été insérées derrière le promoteur 35S du virus de la mosaïque du choux fleur dans le 
vecteur binaire pGWB2. Les constructions ont été employées pour réaliser des expériences de 
surexpression transitoire chez Nicotiana tabacum T14-4 et Nicotiana benthamiana Rx 18, exprimant 
tous les deux Rx1. Malgré trois tentatives, aucun phénotype n’a pu être visualisé au cours des 10 
jours suivant l’infiltration (figure IV-15a). La même expérience a également été réalisée avec des 
constructions permettant la production des protéines d’intérêt fusionnées à la GFP. En effet, il est 
reconnu que l’addition de la séquence correspondant à la GFP à la séquence d’une protéine permet 
la stabilisation de cette dernière, donc d’augmenter son niveau d’accumulation (Rairdan et al., 2008). 
Seule la surexpression de l’ERF5 a conduit à l’obtention d’une fluorescence, malgré le séquençage et 
l’utilisation de différents clones Agrobacterium pour la FtSH. Cependant, même lors de ces 
expériences, aucune mort cellulaire n’a pu être observée au niveau des zones infiltrées malgré la 
production de la protéine d’intérêt, qui était visualisée sous une loupe binoculaire à fluorescence 
(figure IV-15b).  
 
IV.5.2.2 Silencing des gènes identifiés lors du crible en levure 
 
 L’autre méthode, la plus adaptée à l’étude de l’implication des gènes identifiés en double 
hybride en levure dans la résistance liée à Rx est le VIGS. Cette technique permet de diminuer plus ou 
moins fortement l’expression d’un gène cible, en détournant l’un des mécanismes de lutte antivirale 
de la plante qui fait intervenir des petits ARN interférants (siARN pour short interfering RNA). Cette 
technique requiert l’emploi d’un vecteur viral, tel que le TRV, qui est classiquement utilisé pour les 
expériences réalisées sur le tabac (Liu et al., 2002). Le génome de ce virus comportant deux ARN 
génomiques est converti en ADN complémentaire puis cloné dans des vecteurs binaires permettant 
leur utilisation en agroinfiltration. Ainsi un fragment de la séquence d’ADN spécifique du gène à 
cibler est incorporé dans un vecteur codant l’ARN viral numéro 2. Les deux ARN viraux sont produits 
dans la plante après agroinfiltration et le virus y est reconstitué. Ce dernier est donc capable de se 
multiplier et de se déplacer, donc d’infecter la plante de manière systémique. Lors de sa réplication, 
le génome viral passe par une étape d’ARN double brin, qui peut être pris en charge par des enzymes 
Dicer-like capables de couper le double brin d’ARN en petits duplex ARN de taille comprise entre 21 
et 24 nucléotides. Ces petits ARNs peuvent servir à la production de vsiRNAs (viral small interfering 
RNAs) permettant au complexe RISC de recruter par complémentarité de séquence les ARNs 
   
Figure IV-16 :  Vecteurs et témoins employés lors des expériences de VIGS 
a : Les clones ADNc du TRV ont été placés sous le contrôle d’un double promoteur 35S (2X35S) et 
du terminateur du gène de la nopaline synthase (NOSt) dans l’ADN-T d’un vecteur binaire dérivé 
de pGREEN.  LB et RB font référence aux bordures gauche et droite de l’ADN-T. Rz, ribozyme auto-
clivant. MCS, site de clonage multiple. Les protéines 134K, 194K représentent les deux sous unités 
de la réplicase virale. 
b : Témoin positif du silencing pour la résistance liée à Rx. Une plante exprimant Rx infiltrée avec 
des Agrobacterium contenant pTRV1 et pTRV2:SGT1 ont été infiltrées 10 jours plus tard avec le 
PVX:GFP. La photo a été prise sous UV 4 jours après infiltration avec le PVX:GFP. 
c :  Témoin positif de silencing de la Phytoène Désaturase  permettant de suivre la propagation du 
VIGS dans la plante de N. benthamiana. La photo présente une feuille systémique visualisée 10 
jours après infiltration d’une feuille avec le pTRV1+ le pTRV2:PDS. 
D’après Liu et al., 2002 
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Figure IV-17: Phénotypes de résistance liée à Rx, obtenus lors des expériences de VIGS 
Les plants de Nicotiana benthamiana sauvages ou exprimant Rx ont été infiltrés avec les 
différentes constructions permettant de silencer l’ERF5 (a), la FtSH (b) ou SGT1 (c), avant 
d’être infiltrés 10 jours plus tard avec la souche avirulente du PVX:GFP. Les photos ont été 
prises 4 jours après infiltration avec le PVX:GFP, sous lumière blanche ou sous UV. Une 
fluorescence sous UV dénote de la multiplication virale, donc de l’absence de résistance liée 
à Rx. 
 
Sauvage Rx 
Lumière 
blanche 
UV 
ERF5 i 
Rx 
FtSH i 
Rx 
SGT1 i 
a b c 
Sauvage 
Chapitre IV: Recherche de gènes partenaires de la résistance liée à Rx chez les plantes cultivées 
 
120 
 
messagers viraux ou endogènes pour inhiber le processus de traduction (section I.1.6.3) ((Ho et al., 
2006; Ding and Voinnet, 2007; Ruiz-Ferrer and Voinnet, 2009; Llave, 2010). Dans le cas de cette 
étude, le protocole utilisé a été calqué sur celui de la publication de Liu et al., de 2002, et le set de 
vecteurs viraux a généreusement été fourni par Wladimir Tameling.  
Une portion de la séquence codante, spécifique de l’ERF5 mais aussi de la FtSH de Nicotiana 
benthamiana a été clonée dans le vecteur pTRV2 (figure IV-16 a). En guise de contrôle positif pour le 
VIGS un vecteur portant une partie de la séquence codante du gène de la phytoène désaturase (PDS) 
a permis de suivre visuellement la progression du silencing dans la plante, grâce à un blanchiment 
des feuilles affectées. En effet, le silencing de ce gène affecte la biosynthèse des caroténoïdes et rend 
la plante sensible au photobleaching (Demmig-Adams and Adams, 1992; Ruiz et al., 1998) (figure IV-
16 c). Un second contrôle positif a été employé lors de ces expériences, mais cette fois ci, permettant 
de s’assurer que le silencing d’un gène requis dans la mise en place de la résistance liée à Rx affectait 
bien la capacité de la plante affectée à résister au PVX. Pour ce faire, une partie de la séquence 
codante du gène SGT1, requis pour l’accumulation de la protéine RX, a été insérée dans le pTRV2, et 
a permis lors des expériences de silencing de visualiser une perte de résistance des plantes Rx vis-à-
vis du PVX :GFP (Peart et al., 2002; Azevedo et al., 2006) (figure IV-16 b). Pour pouvoir conclure, en 
cas d’apparition de phénotypes intéressants, un témoin négatif de silencing devait également être 
utilisé. Le vecteur vide pTV00 a donc été utilisé à cet effet. 
 
IV.5.2.2.1 Silencing de l’ERF5 de Nicotiana benthamiana 
 
Lors de la première expérience, 8 plants de N. benthamiana sauvages, ainsi que 8 plants de N. 
benthamiana  exprimant Rx, âgés de trois semaines ont été inoculés avec une solution contenant un 
mix d’Agrobacterium portant le vecteur pTRV1 ou le pTRV2 contenant la portion comprise entre les 
bases 1 et 262 de la séquence codante du NbERF5, séquence hautement spécifique de cette ERF 
(figure IV-17a). Une attention toute particulière devait être prêtée à cibler une partie de l’ARN 
messager de cet ERF, qui ne soit pas conservée dans les quatre autres membres de la famille, telle 
que la séquence codant le domaine AP2/ERF, ce qui aurait pu conduire au silencing de l’ensemble 
des ERF du tabac. 
Au cours de cette expérience, un petit problème fut rencontré, la quantité d’Agrobacterium infiltrée 
pour déclencher la mise en place du silencing était trop importante, ce qui a entraîné l’accumulation 
d’une très importante charge virale de TRV. Cela a eu pour effet d’induire une nécrose au niveau du 
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Figure IV-18 : Phénotypes de résistance liée à Rx, 
obtenus lors des expériences de VIGS 
 
Les plantes présentées dans la figure 17, silencées pour 
SGT1, l’ERF5 et infiltrées avec le PVX GFP ont à nouveau 
été photographiées, 12 jours après infiltration du 
PVX:GFP. 
a : N. benthamiana sauvage, silencé pour l’ERF5 
b : N. benthamiana exprimant Rx, silencé pour l’ERF5 
c N. benthamiana exprimant Rx, silencé pour SGT1 
(contrôle positif) 
 
a b 
c 
Figure IV-19 :  Vérification de l’efficacité du silencing de l’ERF5 lors des expériences 
de VIGS par PCR semi-quantitative 
Une PCR semi-quantitative a été réalisée à partir de tissus de plantes non infiltrées 
(NI) ou infiltrées avec le TRV:00 ou le TRV:ERF5 pour amplifier la séquence codante 
de l’ERF5 ou celle de l’actine. Les résultats obtenus avec les échantillons TRV:00 
servent de témoins d’accumulation du transcrit NbERF5.  
Rx 
TRV:00 TRV ERF5 NI 
Nb Actine 
ORF NbERF5 696pb 
275pb 
Chapitre IV: Recherche de gènes partenaires de la résistance liée à Rx chez les plantes cultivées 
 
121 
 
pétiole de nombreuses feuilles, que ce soit pour les témoins PDS, SGT1 ou le gène d’intérêt NbERF5. 
Les plantes sont donc restées naines, cependant le silencing a fonctionné, puisque les plantes 
inoculées avec le TRV:PDS présentaient bien un blanchiment des feuilles supérieures. La seconde 
infiltration a été réalisée 8 jours plus tard, sur l’ensemble des plantes, avec des Agrobacterium 
permettant la production d’un PVX:GFP. Des observations ont été réalisées 4 jours plus tard, temps 
nécessaire pour que le PVX:GFP soit visible au niveau de la zone infiltrée. Lorsqu’ils étaient observés 
aux UV, les témoins TRV:SGT1 présentaient une absence de HR, ainsi qu’une fluorescence verte au 
niveau de la zone infiltrée, signes d’une résistance liée à Rx compromise (figure IV-17c). Cependant, 
les résultats n’étaient pas identiques chez les plantes silencées avec le TRV:NbERF5. En effet, au bout 
de 4 jours, une HR prononcée était déjà visible au niveau de la zone infiltrée avec le PVX:GFP, et 
seule l’auto-fluorescence liée à la mort cellulaire était visible sous UV (figures IV-17 et IV-18). Les 
observations ont été réitérées 8 jours plus tard et ont permis de visualiser l’infection systémique du 
PVX :GFP chez les plantes silencées pour SGT1, et ont révélé l’absence de modification du phénotype 
observé 4 jours plus tôt chez les plantes silencées pour ERF5 (figure IV-18). Dans le but de valider les 
résultats obtenus, des échantillons de tissus de plantes infectées par le TRV:00, TRV:SGT1 ou par le 
TRV:NbERF5 ont été utilisés pour réaliser une extraction d’ARN, suivi d’une transcription inverse (RT) 
puis d’une PCR pour tenter de visualiser l’accumulation des transcrits cibles, donc l’efficacité du 
silencing. La quantité d’ADN complémentaire à utiliser pour la PCR spécifique des transcrits à étudier 
a été normalisée grâce à une PCR spécifique du gène de l’actine. Les résultats obtenus en amplifiant 
les séquences d’ADN contenant intégralement les séquences ciblées par les vecteurs viraux sont 
présentés dans la figure IV-19. Il est possible de constater que le niveau de transcrit du gène SGT1 est 
plus faible dans les plantes infectées avec le TRV:SGT1 comparé au TRV:00 tandis que le niveau de 
transcrit du NbERF5 est quant à lui au moins égal à celui rencontré dans le témoin négatif de VIGS. Le 
gène d’intérêt n’a donc pas été silencé efficacement. 
Une répétition de cette expérience a été menée, en prenant garde de bien abaisser la dilution des 
Agrobacterium utilisés pour induire le silencing, de sorte à éviter la nécrose de la plante. Une fois 
encore, le résultat fut le même, après infiltration du clone PVX:GFP, une fluorescence verte 
accompagnée d’une absence de HR a pu être constatée au niveau de la zone infiltrée chez les plantes 
silencées pour SGT1 tandis qu’une HR était clairement visible pour les plantes silencées pour l’ERF5. 
Là encore, les résultats de RT-PCR ont mis en évidence une absence de silencing de l’ERF5 chez N. 
benthamiana. 
Une troisième et dernière expérience était planifiée et mise en œuvre, d’une part, dans le but de 
réussir à silencer efficacement l’ERF5 du tabac, mais également d’être capable de détecter de 
manière très sensible un impact du silencing de l’ERF sur la résistance liée à Rx. Dans cette optique, la 
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séquence l’ARN messager du NbERF5 ciblée par le VIGS a été modifiée. Une nouvelle séquence 
spécifique de l’ERF5, comprenant la fin de la CDS du gène ainsi qu’une partie de la séquence 3’UTR a 
été incorporée dans le pTRV2, pour former la souche virale TRV:NbERF5-3’U. 
Dans l’éventualité où l’ERF5 serait impliqué uniquement dans l’établissement de la résistance 
extrême ou de la HR, qui sont deux phénomènes distincts (Bendahmane et al., 1999), une expérience 
de double silencing a été préparée en clonant un fragment d’ADN spécifique du gène NRC1 (NBS-LRR 
Requiered for Cell-death) dans le pTRV2. En effet, il a été démontré par Gabriëls et ses collaborateurs 
que le gène NRC1 qui code une protéine de type CC-NBS-LRR, est impliqué dans la résistance liée à 
Rx. Son silencing abolit l’apparition de la HR liée à la surexpression de la CP du PVXCP4 dans les plantes 
exprimant Rx, mais pas la résistance extrême déclenchée par cette même souche virale (Gabriels et 
al., 2007). Le double silencing NbERF5 et Nb-NRC1 devait donc permettre de voir si le NbERF5 était 
spécialement impliqué dans l’établissement de la résistance extrême en s’abstrayant de la HR 
rencontrée lors de l’infiltration du PVX:GFP. 
Pour détecter avec une grande finesse une modification potentielle de la résistance liée à Rx, il a été 
prévu d’inoculer les plantes silencées avec les souches du PVX portant les combinaisons d’acides 
aminés PR et RR en position 121 et 127 de la CP, qui donnent respectivement un phénotype 
d’apparition de spots de HR systémique ou restreint à la feuille inoculée chez des N.benthamiana 
exprimant Rx (Baures et al., 2008). L’observation du nombre de spots ainsi que leur localisation sur la 
plante permet de quantifier de manière sensible la résistance liée à Rx. 
Au cours de cette expérience, pour chacun des génotypes de tabacs (exprimant Rx et sauvages), 6 
plantes ont été infiltrées soit avec le TRV:NBERF5-3’U, soit avec le TRV:NBERF5-3’U + TRV:NRC1 soit 
avec les contrôles TRV :SGT1, TRV:00 ou TRV:PDS. Huit jours plus tard, pour chacun des types de 
silencing, deux plantes ont été soit infiltrées avec le PVX:GFP, soit inoculées (section II.17.6) avec la 
souche PVXPR ou PVXRR. Cependant  la climatisation de la serre de niveau S3 s’est déréglée et les 
conditions de température qui devaient être de 17°C la nuit et 22°C le jour, sont passées à plus de 
30°C le jour. Les plantes ont poussé beaucoup trop vite, et le VIGS s’est révélé être inefficace dans 
ces conditions. En effet, les plantes théoriquement silencées pour SGT1 présentaient une HR au 
niveau de la zone infiltrée avec le PVX:GFP et pas de fluorescence spécifique de la GFP. Les plantes 
témoins silencées pour la PDS, ne présentaient que quelques mosaïques blanches liées au 
photobleaching qui habituellement est presque uniforme sur les jeunes feuilles des plantes affectées. 
Et pour finir, les plantes théoriquement silencées pour le NbERF5 et Nb-NRC1 présentaient une HR au 
niveau de la zone infiltrée avec le PVX:GFP (figure IV-18). 
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Les résultats de cette expérience n’étaient donc pas exploitables. Il serait cependant intéressant de 
pouvoir réitérer l’expérimentation dans un lieu plus adéquat à l’emploi du VIGS tel qu’une chambre 
de culture S3. 
 
IV.5.2.2.2 Silencing de NbFtSH chez Nicotiana benthamiana 
 
 La même démarche que pour l’ERF5 a été utilisée pour caractériser l’impact du silencing de la 
FtSH sur la résistance liée à Rx, chez N. benthamiana. La séquence comprise entre les nucléotides 109 
et 405 de la séquence codante de la FtSH a été clonée que dans le vecteur pTRV2. Cette construction 
a servi à silencer la FtSH lors des trois expériences de VIGS évoquées ci-dessus. Contrairement à ce 
qui a pu être rencontré avec l’ERF5 du tabac, le silencing de la FtSH a bien fonctionné. En effet, la 
progression de ce dernier pouvait même être suivie, puisqu’il s’accompagne d’un blanchiment de la 
zone foliaire affectée (photobleaching), de manière similaire à ce qui est rencontré lors du silencing 
de la PDS (Saitoh and Terauchi, 2002). Huit jours après infiltration du TRV, le PVX:GFP a été infiltré 
sur l’une des feuilles supérieures blanchies de chacune des plantes. La publication de Seo et 
collègues laissait penser que la HR apparaitrait plus précocement chez les plantes exprimant Rx 
silencées pour la FtSH que pour les plantes témoins exprimant Rx (Seo et al., 2000). Le lendemain, 
une HR était déjà visible au niveau de la zone infiltrée, comme c’était le cas pour les plantes 
exprimant Rx témoins, non silencées. Cependant, s’il est difficile de dire si la HR est apparu plus 
rapidement sur les plantes silencées pour la FtSH, à cause de leur teinte blanche, le phénotype 
obtenu était tout de même similaire à ce qui pouvait être observé sur les plantes exprimant Rx 
silencées pour la PDS, infiltrées avec le PVX:GFP. Que ce soit 4 jours ou 12 jours plus tard, aucune 
fluorescence verte, liée à la multiplication du PVX:GFP n’a pu être constatée. Seule une auto-
fluorescence liée à la mort cellulaire était visible au niveau de la zone de la feuille infiltrée avec le 
PVX:GFP (figures IV-17 et IV-18). 
Le silencing s’est donc montré efficace pour la FtSH, cependant, aucune perte de résistance liée à Rx 
n’a pu être constatée. Une accélération de la réponse hypersensible n’a pas pu être mise en 
évidence. Lors de la troisième expérience de VIGS où des plantes exprimant  Rx silencées pour la FtSH 
ont été inoculées avec les souches PR et RR du PVX, une accélération du déclenchement de la mort 
cellulaire aurait pu être visualisée par la réduction du nombre, et surtout de la taille des spots 
nécrotiques liés à la résistance médiée par Rx. Cependant, comme expliqué précédemment, 
l’augmentation non contrôlée de la température diurne dans la serre à empêcher d’obtenir un 
silencing efficace, donc des résultats exploitables. 
Figure IV-20 : Production de Nicotiana benthamiana transgéniques stables sur-exprimant ou sous-
exprimant NbERF5 
Des disques foliaires de Nicotiana benthamiana ont été transformés par des clones d’Agrobacterium 
tumefaciens portant les constructions présentées dans le panel a, afin d’obtenir des cals permettant 
de régénérer des plantes transgéniques portant les différentes constructions. 
a :  Représentation de l’ADN-T porté par les constructions utilisées pour transformer de manière stable 
Nicotiana benthamiana. Le pGWB2 permet la sur-expression de la forme endogène de la protéine 
ERF5, le pGWB5 permet la sur-expression d’une protéine de fusion ERF5:GFP, tandis que le 
pAGRIKOLA, qui contient deux inserts têtes bêches correspondants à un fragment de la séquence de 
l’ADNc de l’ERF5 comprenant une portion de la région 3’UTR, conduit à la formation d’un transcrit 
adoptant une conformation en épingle à cheveux, induisant un silencing de l’ERF5. Ces ADN-T 
comportent tous une copie du promoteur 35S du virus de la mosaïque du choux fleur (35SP), ainsi 
qu’un terminateur 35S (35ST), mais également les sites de recombinaison GatewayR nécessaires au 
clonage de l’ADNc. Dans le pAGRIKOLA, la séquence permettant de séparer les deux copies de l’ADNc 
du NbERF5 correspond à l’intron de la pyruvate dehydrogenase kinase (Pdk) et celui de la Catalase 
(Cat). 
b : Photo d’un cal transformé avec la construction NbERF5pGWB5, mis en culture sur milieu MS 
supplémenté en auxine (indole-3-acetic acid) en cytokinines (6-benzylaminopurine) pour régénérer 
des parties aériennes nécessaires à la photosynthèse, puis à la régénération de plantules complètes. 
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La période la plus chaude de l’année approchant, il paraissait impensable de continuer les 
expériences de silencing dans la serre S3 pendant plusieurs mois, sous peine de rencontrer à 
nouveau des problèmes de régulation des conditions climatiques incompatibles avec les expériences. 
Une autre stratégie a donc été choisie pour tenter d’étudier l’importance de l’expression de l’ERF5 
du tabac dans la résistance liée à Rx. Elle consistait en la production de lignées de tabacs exprimant 
Rx transgéniques stables sur-exprimant ou sous-exprimant le NbERF5.  
 
IV.5.3 Production de lignées transgéniques stables de N. benthamiana exprimant Rx sur-
expresseurs ou sous-expresseurs du NbERF5. 
 
 Le matériel végétal choisi pour mener cette expérience fut la lignée de tabac, Nicotiana 
benthamiana Rx18, générée par Abdelhafid Bendahmane au cours de son stage  post-doctoral 
(Bendahmane et al., 1999). Cette plante a été choisie, d’une part, car il est beaucoup plus facile 
d’étudier la résistance liée à Rx, sans avoir à apporter ce gène au cours de chacune des expériences, 
mais également parce que Nicotiana benthamiana présente les avantages d’être facilement 
inoculable avec des souches virales, de permettre de réaliser des expressions transitoires très 
efficaces par agroinfiltration mais aussi de tolérer l’emploi de l’inhibiteur de silencing P19, 
contrairement à Nicotiana tabaccum, chez qui la P19 est éliciteur d’une résistance induisant une HR. 
Il a été décidé que trois constructions seraient transformées de manière indépendante dans la lignée 
de tabac Rx18. La séquence codante du NbERF5 a été clonée dans les vecteurs pGWB2 et pGWB5, qui 
permettent respectivement la sur-expression de la forme endogène de l’ERF ou d’une protéine 
fusionnée à la GFP au niveau de son extrémité C-terminale, sous le contrôle du promoteur 35S du 
virus de la mosaïque du choux fleur. L’ajout de la GFP était intéressant pour suivre le niveau 
d’expression du transgène dans les plantes, mais également la localisation subcellulaire de la 
protéine produite. Dans le but de réduire le niveau d’expression endogène du NbERF5, une troisième 
construction a été réalisée en insérant la même séquence de l’ERF5 que celle utilisée pour générer le 
vecteur viral TRV:NbERF5-3’U, dans le vecteur binaire pAGRIKOLA, utilisé pour faire du RNAi dans le 
projet  Arabidopsis Thaliana orfeOME (ATOME) mené par l’équipe de Claire Lurin à l’URGV. Ces trois 
constructions (figure IV-20a) ont servi à transformer N. benthamiana Rx18 de manière stable par la 
méthode de transformation de disques foliaires par Agrobacterium tumefaciens et de régénération 
de plantes décrite dans la section II.17.8. Pour les quelques cals qui ont pu être sauvés d’une 
contamination fongique, la régénération de plantes entières semblait bien se dérouler, puisque les 
parties aériennes générées possédaient une couleur verte normale, sur les milieux contenant les 
Figure IV-21: Silencing transitoire du gène SGT1 chez N. benthamiana 
a : Représentation de l’ADN-T porté par la construction réalisée pour silencer 
transitoirement le gène SGT1 (pour explication voir la légende de la figure 20a). 
b : Des feuilles de Nicotiana benthamiana Rx18, exprimant Rx1, âgés de 3 semaines ont 
été infiltrées avec des Agrobacterium contenant la construction SGT1pAGRIKOLA. Des 
prélèvements ont été effectués chaque jour pendant 6 jours. L’accumulation du niveau de 
transcrit de SGT1 a été visualisée par RT-PCR.   
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Figure IV-22 :  Double infiltration de feuilles de Nicotiana benthamiana 
a : Des feuilles de Nicotiana benthamiana ont été agroinfiltrées ou non avec des constructions 
permettant le silencing de SGT1 (SGT1 pAGRI) ou la production de Rx (Rx pBI). Quatre jours plus 
tard (T=4), les zones « primo-infiltrées » ont été ré-infiltrées avec la CP du PVX CP4 fusionnée à 
la GFP, avec ou sans ajout de la construction Rx pBI. Les phénotypes ont alors été observés 2 
jours plus tard (T=6).  
b : Suivi de l’accumulation de la CP du PVX CP4, fusionnée à la GFP, par observation de la 
fluorescence sous loupe binoculaire.  
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agents de sélections spécifiques de chacun des 3 ADN-T utilisés (figure IV-20b). Cependant, lors d’un 
week-end, les rotondes où étaient placées les boites de culture in vitro sont tombées en panne 
pendant plus de 48h. Les explants se sont alors retrouvés dans des conditions alliant une obscurité 
totale et une hausse des températures jusqu’à 30°C, conditions optimales pour la croissance des 
Agrobacterium qui avaient survécu au traitement antibiotique. Ces derniers se sont multipliés très 
rapidement et ont colonisé la base des explants. Ceci couplé aux conditions climatiques anormales a 
très rapidement rendu les explants vitreux, avant qu’ils ne dépérissent. La réitération de cette 
expérience aurait demandé trop de temps, d’autant plus qu’après avoir obtenu les plantes 
transgéniques stables, il convient d’attendre la génération de plantes issues d’une autofécondation 
des transformants primaires pour réaliser les premiers tests de gain ou de perte de résistance. 
D’autres expériences de silencing, transitoires cette fois-ci, ont alors été entreprises. 
 
IV.5.4 Silencing transitoire de l’ERF5 
 
 Disposant du vecteur binaire pAGRIKOLA il semblait opportun de voir si ce vecteur permettait 
de réaliser un silencing transitoire en utilisant la technique d’agroinfiltration, permettant d’abolir la 
résistance liée à Rx. Un fragment de la CDS de SGT1, identique à celui utilisé lors des expériences de 
VIGS a donc été cloné dans ce vecteur (figure IV-21a). Cette construction appelée SGT1pAGRI a été 
insérée dans Agrobacterium tumefaciens, qui a servi à la réalisation d’infiltrations dans des feuilles de 
Nicotiana benthamiana Rx18. L’expression du gène endogène a été suivie en réalisant des RT-PCR 
semi-quantitatives (cf M&M section II.10) sur des prélèvements de feuilles infiltrées réalisés chaque 
jour pendant les six jours suivant l’infiltration figure IV-21b). D’après Bhaskar et collaborateurs, le 
silencing doit être maximal cinq jours après infiltration (Bhaskar et al., 2009). Effectivement, il est 
clairement visible sur la figure IV-21 que le niveau d’accumulation du transcrit endogène de SGT1 
décroit au cours des 5 premiers jours, pour atteindre un plateau. Voyant que le système semblait 
fonctionner, une co-infiltration de SGT1pAGRI et de la CP du PVXCP4 a été réalisée pour voir si la 
résistance liée à Rx était abolie. Malgré l’utilisation d’une densité optique faible pour la solution 
d’Agrobacterium contenant la séquence correspondant à CP du PVXCP4, une HR était clairement 
visible dès le lendemain, signe que le silencing n’avait pas le temps de s’établir. Dans le but de 
contourner ce problème, la méthode de double infiltration avec 4 jours d’intervalle, utilisée par 
Bhaskar et collaborateurs a été mise en œuvre (figure IV-22). Lors de cette expérience, aucune HR 
n’apparaissait après la seconde infiltration, permettant l’expression de la CP élicitrice au niveau de la 
zone préalablement infiltrée avec SGT1pAGRI. Cependant, il est apparu que l’absence de HR n’était 
Figure IV-23 : Test de couplage du système le silencing transitoire, et d’un système 
d’induction à la dexaméthasone 
Des feuilles de Nicotiana benthamiana ou tabacum sauvages ou exprimant Rx ont été infiltrées 
avec des Agrobacterium portant 3 ou 4 constructions différentes: le vecteur pAGRIKOLA portant 
une séquence spécifique du gène à silencer, le vecteur pK7mGW24, codant le LhGR (protéine 
relocalisée dans le noyau après ajout de dexaméthasone, capable d’induire la transcription du 
gène sous le contrôle du promoteur pOp6), ainsi qu’un ou deux vecteur(s) pB7mGW24 
comportant le ou les gène(s) à induire. Une construction inductible est utilisée pour apporter 
l’expression de Rx chez les plantes sauvages. Les photos présentent des feuilles de tabac non 
traitées à la dexaméthasone, 3 jours après infiltration.  
1 : SGT1pAGRIKOLA + pOp6::Rx + pOp6:: CP4 CP + LhGR 
2 : NbERF5pAGRIKOLA + pOp6::Rx + pOp6:: CP4 CP + LhGR 
3 : NbERF5pAGRIKOLA + pOp6::Rx + pOp6:: HB CP + LhGR 
 
4 : SGT1pAGRIKOLA + pOp6:: CP4 CP + LhGR 
5 : NbERF5pAGRIKOLA + pOp6:: CP4 CP + LhGR 
6 : NbERF5pAGRIKOLA + pOp6:: HB CP + LhGR 
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pas liée à l’efficacité du silencing de SGT1, mais plutôt à l’absence d’expression de la CP, puisqu’un 
témoin réalisé en infiltrant une construction codant la GFP, suivi quatre jours plus tard de 
l’infiltration avec la CP donnait exactement le même résultat d’absence de HR, sur une plante 
exprimant Rx (figure IV-22). Il semble donc que si la double infiltration fonctionne chez la pomme de 
terre, elle ne fonctionne pas chez Nicotiana benthamiana. Pour tenter de contourner ce problème lié 
à la double infiltration, des constructions inductibles par une hormone de la famille des 
glucocorticoïdes, la dexaméthasone, ont été utilisées. Ainsi, les séquences codantes correspondant 
aux gènes codant la CP du PVXCP4 (élicitrice) et celle du PVXHB (non élicitrice) ont été clonées dans le 
vecteurs pB7mGW24 où elles sont sous le contrôle du promoteur pOp6, inductible par la 
dexaméthasone. Ainsi des co-infiltrations ont été réalisées sur des plants de N. benthamiana ou 
tabaccum avec des clones Agrobacterium portant SGT1pAGRI, pK7mGW24:LHGR (codant le 
récepteur aux glucocorticoïdes permettant l’induction du système) et pB7mGW24 contenant 
pOp6:CP4 CP ou pOp6::HB CP. L’expression des CP devait être induite quatre jours plus tard, 
cependant, il est apparu que le système d’expression inductible comportait des « fuites 
transcriptionnelles » puisque deux jours après infiltration, avant même de pulvériser la 
dexaméthasone, une HR apparaissait au niveau de la zone infiltrée pour la combinaison portant la CP 
du PVXCP4 (figure IV-23). Une tentative de contournement du problème a été réalisée en diminuant 
de manière importante la quantité d’Agrobacterium portant les constructions codant le LHGR ainsi 
que ceux codant les CP. Cependant ceci n’a pas suffi à résoudre le problème rencontré. Il est fort 
probable que la sensibilité de détection de la CP élicitrice soit beaucoup trop importante pour 
autoriser ce type d’expérience où des fuites transcriptionnelles si infimes soient-elles, sont 
inévitables. La dernière option a consisté à cloner la séquence codante du gène Rx sous le contrôle 
du promoteur pOp6, inductible, en espérant que le niveau d’accumulation de Rx atteint en l’absence 
de dexaméthasone soit inférieur au niveau d’accumulation endogène chez les tabacs exprimant Rx, 
et que cela évite le déclenchement de la résistance avant induction. Des co-infiltrations comprenant 
les mêmes clones que précédemment plus pOp6:Rx ont été réalisées chez des plants de Nicotiana 
benthamiana et tabaccum sauvages, mais le problème est resté exactement le même. Même en 
modifiant le facteur de dilution de chacun des clones Agrobacterium, le problème n’a pas pu être 
contourné. 
Parallèlement à ces expériences de silencing transitoire, une autre stratégie, « plus lourde », a été 
mis en œuvre pour tenter de déterminer si le NbERF5 est impliqué dans la résistance liée à Rx. Cette 
démarche a consisté à rechercher des mutants dans le gène homologue du NbERF5 chez une autre 
Solanacée, la tomate, afin de tenter d’y caractériser un changement potentiel dans la résistance liée 
à Rx. 
Figure IV-24 : Recherche de l’horthologue de NbERF5 chez la tomate  
a : Alignement protéique réalisé à l’aide du logiciel en ligne «Multalin», entre NbERF5 et la 
séquence protéique la plus proche trouvée lors d’un T-BLAST-X sur le génome de la tomate, via 
le site internet http://solgenomics.net/: celle de SlERF1b  
b : Arbre phylogénétique construit par le programme par défaut proposé sur la page internet 
http://www.phylogeny.fr, à l’aide des séquences protéiques des ERF, disponibles sur le NCBI 
pour Arabidopsis thaliana, Solanum lycopersicum, Solanum tuberosum et Nicotiana tabacum.   
b 
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Figure IV-25 : Test des interactions entre SlERF1 et les gènes intervenant dans le 
pathosystème PVX/Rx sur le milieu sélectif -L-T-H supplémenté avec 10mM de 3AT 
La séquence codante pleine longueur de SlERF1 a été clonée dans les vecteurs 
pDEST22 et 32. Ces constructions ont été co-transformées dans la levure MAV203 
avec les constructions déjà utilisées précédemment pour caractériser les interactions 
impliquant NbERF5. Les témoins négatifs sont réalisés avec les vecteurs vides.   
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IV.5.5 Recherche de l’orthologue du NbERF5 chez la tomate 
 
Il a pu être mis en évidence que la résistance vis-à-vis du PVX, liée au gène Rx est effective 
chez la tomate (Candresse et al., 2010). En effet, des tomates de cultivar Microtom, transformées 
avec la même construction que les lignées de tabac Nicotiana benthamiana Rx18 et Nicotiana  
tabaccum T14-4 (Bendahmane et al., 1999; Baures et al., 2008), portant le gène Rx sous le contrôle 
de son propre promoteur, présentent toutes les caractéristiques du phénotype Rx. Ces lignées sont 
totalement résistantes vis-à-vis des isolats avirulents du PVX, sans montrer de HR, à moins que la CP 
ne soit sur-exprimée par agroinfiltration (Chapman et al., 1992), et sont sensibles aux souches 
virulentes telles que PVXHB et également aux mutants PVXPR et PVXRR décrits par Isabelle Baurès 
(Baures et al., 2008; Candresse et al., 2010; Sturbois et al., 2012). Ainsi, le gène Rx est capable de 
conférer à la tomate une résistance similaire à celle qu’il apporte au tabac. Il est donc imaginable que 
les gènes partenaires de la résistance chez le tabac ont tous un orthologue assez proche chez la 
tomate.  
 
IV.5.5.1 Identification d’un gène orthologue potentiel de NbERF5, chez la tomate 
 
 La séquence nucléotidique codante complète du NbERF5 a été obtenue à partir des deux 
clones issus de la banque d’ADNc criblée en double hybride en levure. Cette dernière a été utilisée 
pour réaliser un TBLASTX (Blast d’une séquence nucléotidique traduite contre les banques de 
données de nucléotides traduites) sur le génome de la tomate, via le site internet 
http://solgenomics.net/. Le gène candidat, codant la protéine la plus proche de NbERF5, est l’ERF1 
de la tomate (SlERF1b) avec 69% d’identité de séquence (figure IV-24 a). 
Après avoir fait cette observation, il semblait intéressant de voir s’il existait un orthologue du NbERF5 
dans d’autres espèces séquencées, telles que la plante modèle Arabidopsis thaliana mais surtout la 
pomme de terre (Solanum tuberosum), plante chez laquelle le gène de résistance Rx a été cloné. Les 
séquences des gènes codant des ERF, disponibles sur le NCBI pour ces différentes plantes, ont été 
utilisées pour réaliser un arbre phylogénétique avec le programme proposé sur la page internet 
http://www.phylogeny.fr. Sur l’arbre phylogénétique obtenu (figure IV-24b), il apparaît clairement 
que l’ERF1 de la tomate, est le gène le plus proche parmi le set de séquences utilisé pour cette 
espèce. Chose plus rassurante encore, il semble qu’un orthologue du NbERF5 existe chez la pomme 
de terre, et que ce dernier code une protéine extrêmement proche de l’ERF1 de la tomate. En effet, 
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si toutefois cet ERF jouait un rôle crucial dans la résistance liée à Rx, il serait cohérent d’en trouver 
une copie dans chacune des espèces de plante compatible avec la résistance médiée par Rx.  
Une question se pose alors : les interactions mises en évidence entre le NbERF5 et les gènes 
intervenant dans le pathosystème PVX/Rx sont-elles aussi valables pour l’ERF1 de la tomate ? 
Dans le but de répondre à cette question, le SlERF1 a été utilisé dans les mêmes expériences de 
double hybride dirigé que le NbERF5. La séquence nucléotidique codant la protéine d’intérêt, qui ne 
comporte pas d’intron, a été amplifiée à partir d’ADN génomique extrait du cultivar de tomate M82. 
Cette séquence a ensuite été insérée dans les vecteurs pDEST32 et pDEST22 pour tester les 
combinaisons de double hybride dirigé présentées dans la figure IV-25. Il est possible de constater 
que de manière similaire à l’ERF5 du tabac, 10mM de 3AT suffisent à inhiber la croissance des clones 
de levure servant de témoins négatifs, tel que c’était le cas pour le NbERF5 (figure IV-25). Ces 
derniers comportant SlERF1 dans l’un ou l’autre des vecteurs d’expression pDEST, accompagné du 
second vecteur, mais vide.  
 
IV.5.5.2 Test de l’interaction entre SlERF1 et la CP du PVX.  
 
 La démarche expérimentale précédemment utilisée avec NbERF5 dans les paragraphes de la 
section IV.4, a été appliquée au SlERF1. L’interaction de SlERF1 a été testée avec les fragments 
minimaux éliciteurs, mais aussi les CP complètes des souches avirulentes et virulentes, PVXCP4 et 
PVXHB. Il apparait clairement sur la figure IV-25 que le profil d’interaction avec les quatre interacteurs 
potentiels testés est identique à ce qui avait pu être observé avec l’ERF5 du tabac (figures IV-6, IV-11 
et IV-12). En effet, là encore, il est possible de voir que l’interaction avec le fragment 6+18 de la CP 
du PVXCP4 et PVXHB  est plus intense que celle qui est mise en évidence entre SlERF1 et les CP 
complètes des souches avirulentes et virulentes du PVX. Ces observations ont été réalisées à chaque 
fois lors de drop test comportant trois clones de levure par combinaison à tester. 
La validation de ces interactions supportait l’idée que SlERF1 pouvait être l’orthologue de l’ERF5 du 
tabac, mais la confirmation de cette hypothèse nécessitait cependant la validation de la totalité des 
interactions déjà mises en évidence pour NbERF5.  
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IV.5.5.2.1 Interaction en levure entre SlERF1 et les gènes impliqués dans la 
résistance liée à Rx.  
 
IV.5.5.2.1.a Interaction en levure entre SlERF1 et RanGAP2 
 
Des levures ont été co-transformées avec les constructions portant RanGAP2 et SlERF1. Les colonies 
obtenues ont servi à la réalisation de drop tests dont les résultats sont présentés dans la figure IV-25. 
Une interaction claire entre SlERF1 et RanGAP2 a pu être constatée. En effet comme dans le cas du 
NbERF5, une croissance peut même être constatée lors de l’augmentation de la quantité de 3AT à 60 
mM, ce qui tend à montrer que cette interaction est plus intense que celle mis en évidence entre 
l’ERF et l’éliciteur minimal (figure IV-25), qui ne permet pas aux levures de pousser sur une 
concentration en 3AT supérieure à 30 mM. Une fois encore, le résultat obtenu en levure n’était pas 
directement transposable in planta et nécessitait donc une validation grâce à la technique de BiFC, 
qui sera exposée par la suite. 
 
IV.5.5.2.1.b Interaction en levure entre SlERF1 et Rx 
 
Des levures ont été co-transformées avec les constructions portant Rx ou son domaine CC et SlERF1. 
Les colonies isolées ont été utilisées pour réaliser des drop tests sur milieu sélectif avec un gradient 
croissant de 3AT et les observations de croissance ont été effectuées après 6 jours d’incubation à 
30°C. De manière intéressante, une forte interaction a pu être constatée entre SlERF1 et RX, puisque 
des colonies poussent très bien sur 60mM de 3AT, même pour des dilutions de levures très 
importantes (figure IV-25). De manière identique à ce qui avait été observé pour NbERF5, 
l’interaction entre SlERF1 et RX semble impliquer le domaine CC de RX comme l’indique la croissance 
des clones exprimant SlERF1 et le domaine CC de RX. Ces résultats ont également nécessité une 
confirmation in planta, par la technique de BiFC. 
   
Figure IV-26 : Test in planta par BiFC des interactions entre SlERF1 et les 
gènes intervenant dans le pathosystème PVX/Rx 
La séquence codante de SlERF1 a été clonée dans les vecteurs pBIFC2 et 3. 
Ces constructions ont été utilisées pour reproduire les expériences de BiFC 
déjà réalisées avec NbERF5 dans les figures 8, 13 et 14. Les observations en 
microscopie confocale ont été réalisées 2 jours après infiltration. Le couple 
Globossa/Deficiens représente le contrôle positif et ces deux protéines 
utilisées séparément représentent les contrôles négatifs.   
 
SlERF1 Globosa 
Deficiens 
CP4 Fgt 6+18  
pBIFC2 
pBIFC3 
HB Fgt 6+18  
CC-Rx 
RanGAP2 
Figure IV-27 : Récapitulatif des mutations identifiées par TILLING dans la séquence codante de 
l’ERF1 de la tomate 
a : Tableau récapitulatif des mutations identifiées dans les populations de tomates, M82 et Red 
Setter, mutagénéisées à l’EMS. Ce tableau répertorie également les probabilités, prédites par le 
logiciel en ligne SIFT, qu’ont les mutations d’impacter la fonction de la protéine.  
b : Représentation schématique de la protéine SlERF1, permettant de situer les mutations 
identifiées. 
Population Pool Mutation SIFT 
M82 
A S84S Silencieuse   
B D47N 7RO«U«HDYHFXQVFRUHGH 6«TXHQFHVUHSU«VHQW«HV¢FHWWHSRVLWLRQ
D G119E $))(&7(/$)21&7,21'(/$3527(,1(DYHFXQVFRUHGH
6«TXHQFHVUHSU«VHQW«HV¢FHWWH
SRVLWLRQ
Red Setter 
A K170I $))(&7(/$)21&7,21'(/$3527(,1(DYHFXQVFRUHGH
6«TXHQFHVUHSU«VHQW«HV¢FHWWH
SRVLWLRQ
E S174F $))(&7(/$)21&7,21'(/$3527(,1(DYHFXQVFRUHGH
6«TXHQFHVUHSU«VHQW«HV¢FHWWH
SRVLWLRQ
G E111V $))(&7(/$)21&7,21'(/$3527(,1(DYHFXQVFRUHGH
6«TXHQFHVUHSU«VHQW«HV¢FHWWH
SRVLWLRQ
Sl-ERF1b 
(224 AA) 
NH2 COOH 
Domaine acide Domaine acide 
96 154 
a 
b 
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IV.5.5.2.1.c  Confirmation, in planta, de l’interaction entre l’ERF1 de la tomate et 
les protéines impliquées dans la résistance conférée par Rx 
 
 La séquence codante du SlERF1 a été clonée dans les deux vecteurs pBIFC2 et pBIFC3 utilisés 
précédemment avec succès pour mettre en évidence les interactions entre l’ERF5 du tabac et les 
protéines impliquées dans le pathosystème Rx/PVX. Ces deux constructions ont donc servi à tester, 
chez Nicotiana benthamiana, les interactions présentées dans la figure IV-26. Si les témoins négatifs, 
combinaisons comprenant les protéines Globosa ou Deficiens, ne présentent aucune fluorescence, ce 
n’est pas le cas des combinaisons SlERF1/RanGAP2 et SlERF1/CC-RX, qui émettent très clairement 
une fluorescence à la longueur d’onde attendue, signe d’une interaction. L’ERF1 de la tomate semble 
donc présenter le même profil d’interaction que NbERF5, en interagissant avec RanGAP2 et le 
domaine CC de RX. 
L’ensemble des données d’interaction obtenues en levure et chez le tabac tendent à conforter le fait 
que l’ERF1 de la tomate est bien l’orthologue de l’ERF5 du tabac. Si il était si intéressant de trouver 
l’orthologue chez la tomate, c’est que le génome de cette plante est totalement séquencé 
(Consortium, 2012) et surtout que le laboratoire dispose d’une plate-forme d’identification de 
mutant par TILLING (Targeted Induced Local Lesions in Genomes) pour plusieurs cultivars de la 
tomate. Il a ainsi été possible d’identifier des plants de tomates porteurs de mutations dans l’ERF1 et 
de caractériser l’impact de ces dernières sur la résistance liée à Rx. 
 
IV.5.5.3 Recherche de mutants dans le gène codant l’ERF1 chez la tomate. 
 
 Dans l’optique de trouver plusieurs mutants à caractériser, deux populations de tomates 
mutagénéisées à l’EMS (Ethyl methanesulfonate), M82 et Red Setter, ont été criblées en utilisant la 
méthodologie présentée dans la section II.17.9 du matériel et méthodes. Ce crible a permis 
d’identifier six mutants porteurs d’un polymorphisme d’un ou plusieurs nucléotides comparé à la 
séquence « sauvage » de l’ERF1 : trois mutants chez M82 et trois mutants chez Red Setter (figure IV-
27a). Le séquençage de la séquence d’intérêt chez ces mutants a permis d’une part de localiser 
précisément la position des mutations, mais également de pouvoir réaliser une traduction in silico de 
la séquence codante d’ADN chez chacun des mutants. Ainsi, parmi ces six mutations, cinq d’entre 
elles sont non-synonymes et entrainent un changement de la séquence d’acide aminé de la protéine 
ERF1 (figure IV-27a et b). Un outil en ligne, appelé SIFT (Sort Intolerant From Tolerant), permet de 
   
Chapitre IV: Recherche de gènes partenaires de la résistance liée à Rx chez les plantes cultivées 
 
131 
 
prédire si le changement d’acide aminé observé chez le mutant est susceptible ou non d’affecter la 
fonction de la protéine d’intérêt. Ce logiciel a été utilisé pour prédire la propension qu’avait chacune 
des mutations identifiées à impacter la fonction de l’ERF1. Quatre des cinq mutations non-
synonymes ont été prédites comme perturbant la fonction de la protéine, ce qui est plutôt 
encourageant, même si ce type de prédiction est loin d’être fiable. Il est d’ailleurs intéressant de 
noter que la séquence endogène de l’ERF1 diffère de deux nucléotides entre les deux cultivars de 
tomate, et l’un de ces SNP est à l’origine d’un changement d’acide aminé de la protéine codée.  
A la fin du crible des populations de tomate mutées, l’étape de déconvolution a permis pour chacune 
des mutations mises en évidence, l’identification de la famille de graines M2 contenant 
potentiellement des mutants homozygotes pour les mutations d’intérêt. Quand cela était possible, 
20 graines de chacune des familles identifiées ont été semées. Un génotypage des plantes ayant 
poussé a été réalisé pour trouver des plantes homozygotes pour la mutation (section II.17.9.4). Ainsi, 
des plantes homozygotes pour chacune des mutations mises en évidence précédemment ont pu être 
obtenues. Quand cela était possible, une plante « sauvage », deux plantes hétérozygotes et deux 
plantes homozygotes pour la mutation issues de chaque famille ont été conservées pour être 
caractérisées et pour maintenir des plantes présentant une ségrégation des mutations d’intérêt. Un 
tableau en annexe répertorie les données chiffrées sur les plantes obtenues après semis des graines 
M2. 
 
IV.5.5.4 Recherche d’une perte potentielle de résistance liée à Rx chez les mutants 
TILLING identifiés pour l’ERF1 de la Tomate 
 
 Les mutants de tomate obtenus ne possèdent pas le gène de résistance Rx. Il est donc 
nécessaire d’utiliser une technique apportant le gène de résistance et permettant dans le même 
temps de voir si la résistance est capable de se mettre en place. La méthode d’expression transitoire 
par agroinfiltration, qui fonctionne très bien chez le tabac, n’est pas très efficace chez la tomate, et 
induit l’apparition de résultats pas toujours interprétables. En effet, il n’est pas rare que l’infiltration 
d’Agrobacterium ne portant pas de construction induise une nécrose, ou alors, que la co-infiltration 
de clones d’Agrobacterium portant le gène Rx sous le contrôle de son propre promoteur et le gène 
codant la CP de la souche avirulente PVXCP4 ne conduise pas à l’obtention systématique d’une HR sur 
des plantes sauvages (Wroblewski et al., 2005). Le manque de reproductibilité de la technique fait 
qu’elle a été écartée, au profit d’une technique employée précédemment pour localiser le gène Rx 
sur le clone BAC77 lors de son clonage positionnel : la biolistique (Bendahmane et al., 1999). Dans 
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cette publication, une version du génome du PVXTXS (avirulent) ou PVXHB (virulent) muté dans le gène 
codant la protéine de mouvement TGBp1, comportant la séquence codante du gène GUS (codant la 
-glucuronidase) sous le contrôle du promoteur de la CP a été inséré dans le BAC77 ou ses sous-
clones. Ces constructions sont précipitées sur des particules d’or, pour être bombardées sur des 
feuilles de Nicotiana benthamiana. Lorsque la construction porte le gène Rx, celui-ci s’exprime dans 
les cellules bombardées et autorise donc uniquement l’accumulation de la souche virale virulente 
PVXHB:GUS. Les résultats de cette expérience étaient parfaitement reproductibles, aucun spot bleu lié 
à l’expression du gène GUS n’était visible après bombardement d’une feuille avec une construction 
portant une souche avirulente du PVX:GUS accompagnée du gène Rx (Abdelhafid Bendhamane, 
communication personnelle). Ces observations laissent penser que le bombardement d’une plante 
dans laquelle l’expression d’un gène requis pour la résistance liée à Rx tel que SGT1 serait altérée, 
conduirait à l’apparition de spots bleus avec la souche avirulente PVX TXS:GUS.  
Ce système de bombardement a donc été choisi pour déterminer si la résistance liée à Rx est 
toujours fonctionnelle chez les différents mutants de tomates pour l’ERF1.  
Les ADN correspondants aux constructions créées par Abdelhafid Bendhamane en 1998 ont servi à 
transformer E.coli, pour être amplifiés, avant d’en purifier de grandes quantités (section II.4.3). Les 
ADN obtenus vont être bombardés sur des feuilles de tomates sauvages, hétérozygotes ou 
homozygotes mutantes pour l’ERF1 lorsqu’elles seront disponibles. Les expériences de 
bombardement seront réalisées à l’Institut Jean Pierre Bourgin de Versailles, à l’aide d’une machine 
généreusement mise à notre disposition par Hakim Mireau. 
 
IV.6 Discussion 
 
Le crible double hybride réalisé a permis la mise en évidence de deux protéines 
potentiellement intéressantes, capables d’interagir avec le fragment minimal éliciteur de la souche 
PVXCP4 : NbERF5 et NbFtSH (figure IV-4). Vu le nombre très important de clones testés, il peut 
paraître étrange de n’avoir identifié que deux clones identiques codant l’ERF5 et un unique clone 
codant une portion de la FtSH. En effet, à la vue du résultat, il aurait été intéressant de réitérer le 
crible au moins deux fois pour voir si le résultat obtenu était reproductible et si des clones 
intéressants n’ont pas été manqués. Obtenir un plus grand nombre de clones codant un nombre 
restreint de protéines à la fois issues de Nicotiana benthamiana et de Nicotiana tabacum aurait été 
rassurant. Il aurait peut être été judicieux, d’une part, de refaire le crible avec la première banque 
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d’ADNc construite qui comportait, certes, ¼ de vecteurs contenant uniquement une séquence poly-
A, mais qui était sûrement plus complexe que celle qui fut utilisée et comportait des inserts plus 
courts donc moins susceptibles de comporter la région 5’UTR issue des transcrits. D’autre part, la 
réalisation d’au moins un crible utilisant l’équivalent du fragment minimal éliciteur chez la souche 
PVXHB, qui ne diffère qu’au niveau des deux acides aminés 121 et 127 par rapport à celui du PVXCP4, 
aurait peut-être permis de trouver directement une ou plusieurs protéines interagissant de manière 
différentielle avec les deux appâts. Ces protéines auraient pu être le déterminant de la 
reconnaissance de l’éliciteur viral et conférer le caractère d’avirulence ou de virulence aux 
différentes souches du PVX chez les plantes exprimant Rx. Cependant, les expériences suivantes se 
sont portées sur les deux clones interagissant avec l’éliciteur minimal, dans le but de pouvoir mettre 
en évidence le rôle de l’un ou l’autre dans la résistance liée à Rx.  
 
IV.6.1 Etude de la FtSH 
 
IV.6.1.1 Expérimentation en levure 
 
 Les clones issus de la banques d’ADNc correspondant au NbERF5 et à la FtSH ne portaient pas 
la séquence codante nécessaire à la production de protéines telle qu’elle a lieu in planta. La CDS 
complète de ces deux gènes a donc été clonée à partir d’ADNc de Nicotiana benthamiana et a servi à 
re-tester l’interaction avec le fragment minimal éliciteur du PVXCP4 (figure IV-5). L’interaction est 
conservée avec l’ERF5 complet mais perdu avec la FtSH complète. Le résultat obtenu pour la FtSH 
pourrait être expliqué par le fait que cette protéine, qui est une metalloprotéase chloroplastique est 
associée à la membrane des thylakoïdes et possède deux domaines transmembranaires putatifs au 
niveau de la partie N-terminale de la protéine (Seo et al., 2000). Ces domaines transmembranaires 
étaient absents dans la forme tronquée de la protéine codée par le clone mis en évidence lors du 
crible, ce qui pouvait autoriser l’interaction en levure. En effet, le double hybride en levure 
« classique » ne permet pas l’étude des protéines transmembranaires, puisqu’il faut que les deux 
protéines d’intérêt soient localisées dans le noyau de la levure pour pouvoir reconstituer un facteur 
de transcription GAL4 fonctionnel et mobile, capable de se fixer à l’ADN pour activer la transcription 
du gène rapporteur (Kittanakom et al., 2009).  
 
   
Chapitre IV: Recherche de gènes partenaires de la résistance liée à Rx chez les plantes cultivées 
 
134 
 
IV.6.1.2 Expérimentation in planta 
 
Une expérience unique de BiFC a tenté de mettre en évidence l’interaction entre la FtSH 
pleine longueur et le fragment 6+18 de la CP du PVXCP4 in planta. Une légère fluorescence a pu être 
constatée (figure IV-10). Cependant l’interaction n’a pas pu être validée à cause de l’absence de 
témoins négatifs lors de l’expérimentation. Il est tout de même assez inattendu d’observer une 
fluorescence uniquement cytosolique. En effet, la FtSH est une protéine chloroplastique, et il a été 
montré par le passé que la protéine de capside du PVX est capable de s’accumuler également dans 
les chloroplastes, en interagissant avec le peptide de transit de la plastocyanine (Qiao et al., 2009). Il 
est possible d’imaginer que l’ajout d’une portion de la YFP au niveau de l’extrémité N-terminale de la 
FtSH, extrémité présentant les domaines transmembranaires putatifs, empêche sa fixation à la 
membrane des thylakoïdes, ou encore, que le fragment éliciteur minimal étudié ne porte pas le 
domaine d’interaction avec le peptide de transit de la plastocyanine, et serait pas conséquent 
incapable d’entrer dans les chloroplastes. Si l’une de ces hypothèses était juste, l’interaction 
observée entre le fragment 6+18 et la forme tronquée de la FtSH refléterait la réalité. La faible 
fluorescence émise pourrait être attribuée au fait que la FtSH est une protéine chloroplastique, et 
que le pool de la protéine qui interagit avec l’éliciteur minimal n’est que l’excès de protéine, qui n’est 
est pas localisée dans les chloroplastes à cause du haut niveau d’expression liée à l’utilisation d’un 
promoteur 35S.  
La surexpression transitoire de la FtsH chez Nicotiana benthamiana exprimant Rx n’a pas entraîné de 
HR, ce qui est cohérent avec les résultats obtenus par Seo et collègues en 2000 qui ont mis en 
évidence que le déclenchement de la HR était  associé à une diminution de la quantité de la protéine 
FtSH dans le cas de la résistance vis-à-vis du TMV. 
Le silencing du gène codant la FtSH a été réalisé via l’utilisation de la technique du VIGS, grâce à un 
vecteur viral dérivant du TRV (figure IV-16a). Le silencing a clairement fonctionné puisque sa 
progression était associée à un photobleaching caractéristique, déjà décrit en 2002 par Saitoh et 
Terauchi. Un gain d’efficacité de la résistance liée à Rx était attendu, avec une accélération de la mise 
en place de la HR lors de la surexpression de l’éliciteur viral. Cependant, il est difficile d’observer un 
gain de résistance avec le gène Rx, qui est capable d’induire l’apparition d’une HR clairement visible 
24 heures après agroinfiltration de l’éliciteur viral et de déclencher le phénomène d’extrême 
résistance qui lui a été associé. Un résultat quantifiable devait cependant être obtenu lors de la 
troisième expérience de VIGS, grâce à l’utilisation des souches virales PR et RR qui induisent 
respectivement l’apparition de spots nécrotiques systémiques ou restreints à la feuille inoculée 
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(Baures et al., 2008). En effet, une accélération du déclenchement de la HR associée au silencing de 
la FtSH aurait conduit à la diminution du diamètre des spots nécrotiques, les rendant potentiellement 
invisibles à l’œil nu. Cependant, des problèmes de régulation de la température dans la serre S3 ont 
altéré l’efficacité du VIGS et ont empêché de conclure.  
 
IV.6.2 Caractérisation de l’ERF5 du Tabac 
 
L’étude de l’ERF5 a été privilégiée au cours de ce travail de thèse car il est apparu dans la 
littérature qu’il appartient à une famille de gènes hautement impliquée dans les phénomènes de 
résistance, et qu’il contribue par exemple à la résistance vis-à-vis du TMV chez le tabac (Fischer et 
Dröge-Laser, 2004). En effet, l’ethylene response factor 5 a été mis en évidence chez Nicotiana 
tabacum, lors d’un crible simple hybride. La protéine codée par ce gène comporte un domaine de 
liaison à l’ADN AP2/ERF, domaine uniquement présent dans le règne végétal, suggérant ainsi une 
fonction spécifique des protéines qui le comportent. La protéine recombinante se lie faiblement à la 
« boîte GCC », dont la séquence consensus est AGCCGCC, élément cis présent dans le promoteur de 
nombreux gènes PR (Ohme-Takagi et al., 2000; Ohta et al., 2000; Sakuma et al., 2002; Fischer and 
Droge-Laser, 2004). Etonnamment, contrairement aux quatre autres membres de la famille chez le 
tabac, les ERF1 à 4, la transcription de l’ERF5 n’est pas induite par l’apport exogène d’éthylène, et ne 
l’est pas non plus par l’application d’acide salicylique ou d’acide jasmonique (Fischer and Dröge-
Laser, 2004). Cependant, sa transcription est activée de manière transitoire par des stress 
mécaniques, l’inoculation de la bactérie pathogène Pseudomonas syringae ou encore par le TVM. 
Cette induction n’est pas associée à une augmentation de la résistance vis-à-vis de Pseudomonas, 
mais semble jouer un rôle important dans la résistance vis-à-vis du TMV. En effet lorsque des 
Nicotiana tabacum N/N (portant le gène de résistance N) surexpresseurs de l’ERF5 sont inoculés avec 
le TMV, et cultivés 4 jours à 32°C (température inactivant la résistance liée à N) avant d’être remis à 
22°C, il apparait que seule la feuille inoculée présente de sévères symptômes liés à la résistance 
médiée par N contrairement aux lignées N/N sauvages. Il est apparu que ce phénotype est lié à une 
forte diminution de la charge virale dans la feuille inoculée et dans les feuilles systémiques, associée 
à la surexpression du NtERF5. La cause de la diminution de la charge virale n’a cependant pas pu être 
associée à une diminution de la réplication virale ou à une diminution du mouvement viral, mais 
n’est pas associée à une augmentation de la transcription des gènes PR (Fischer and Dröge-Laser, 
2004).  
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L’expression de l’ERF5 est activée dans les 3 heures qui suivent une blessure de la plante (Fischer and 
Dröge-Laser, 2004). Cette induction assez rapide est tout à fait cohérente avec l’idée que ce gène 
pourrait être impliqué dans la résistance vis-à-vis des virus, qui entrent souvent dans la plante par 
l’intermédiaire de brèches dans les tissus. La mise en place d’une résistance faisant appel à 
l’association entre l’ERF5 et pourquoi pas une protéine de résistance R tel que Rx pourrait être 
envisageable. La résistance liée à Rx est elle aussi mise en place en l’espace de quelques heures 
(Kohm et al., 1993, Bendahmane et al., 1995). 
De plus, d’autres données intéressantes ont été mises en évidence pour d’autres gènes, membres de 
la même famille que l’ERF5. Il a ainsi été démontré chez la tomate, que le produit des gènes Pti4 et 
Pti5, homologues de l’ERF2 du tabac, interagit directement avec la protéine kinase codée par le gène 
de résistance R Pto, qui confère une résistance vis-à-vis de la bactérie pathogène Pseudomonas 
syringae pv. Tomato (Zhou et al., 1997). Lors de cette interaction, la protéine Pti4 est phosphorylée 
par la kinase Pto et cette phosphorylation augmente la capacité de liaison de Pti4 à la GCC box 
présente dans le promoteur de nombreux gènes PR (Gu et al., 2000). Le cas de l’induction de l’ERF1 
du tabac par le TMV peut également être cité (Horvath et al., 1998). 
Tous ces éléments ont contribué au fait que l’étude s’est focalisée assez rapidement sur le NbERF5 et 
non sur la FtSH, qui semblait poser certains problèmes pour l’expérimentation en levure et en 
expression transitoire in planta (section IV.6.1). 
 
IV.6.2.1 Etudes des interactions du Nb ERF5 en levure 
 
Le crible de la banque d’ADNc de tabac a permis de mettre en évidence une interaction entre 
le fragment éliciteur minimal de la souche avirulente du PVXCP4 et le NbERF5 (figure IV-4). Cette 
interaction ne semble pas être très forte puisqu’au-delà de l’ajout de 30mM de 3AT, inhibiteur de la 
synthèse de l’histidine, la croissance des clones de levures positifs est négligeable. L’interaction de 
l’ERF5 avec la CP complète du PVXCP4 a également été mise en évidence, mais semble encore moins 
forte que celle mettant en œuvre le fgt6+18, comme en témoigne la figure IV-6. La capacité de l’ERF 
à se lier aussi bien aux protéines de capsides de souches virales avirulentes et virulentes de différents 
Potexvirus a également été testée en double hybride dirigé en levure.  Ainsi il a pu être mis en 
évidence que l’ERF5 interagit de la même manière avec le fragment 6+18 éliciteur des souches PVXCP4 
et PepMV avec le fragment 6+18 non éliciteur du PVXHB et du PepMVG99S (figure IV-5). Cette 
observation tend à montrer que, si l’ERF5 est impliqué dans la reconnaissance de la CP du PVX par la 
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protéine RX, cela ne se fait pas par l’intermédiaire d’une simple différence d’interaction entre l’ERF et 
la CP. Cependant, il fallait tout de même voir si les interactions mises en évidence en levure étaient 
valables in planta. Il aurait très bien pu manquer une modification post-traductionnelle chez l’une 
des protéines en levure, qui, présente in planta aurait influencé l’interaction des couples de 
protéines cités ci-dessus. 
Toujours pour tenter de mettre en évidence une éventuelle implication de l’ERF5 dans la résistance 
liée à Rx, une série d’expériences de double hybride dirigée cherche à identifier de potentielles 
interactions entre l’ERF5, RX ainsi que son unique interacteur direct connu : RanGAP2 (figure IV-11). 
Cette démarche a permis de mettre en évidence une forte interaction entre l’ERF5 du tabac et la 
protéine RX, puisqu’elle semble être d’intensité égale à celle existant entre RX et RanGAP2. Le 
découpage de la protéine RX en trois parties correspondant aux domaines CC, NBS et LRR, a permis 
de montrer que l’interaction entre l’ERF5 et RX avait spécifiquement lieu au niveau du domaine CC, 
comme le montre la figure IV-12. L’intensité d’interaction est identique à celle observée avec la 
protéine RX complète puisque une forte croissance des clones de levure est toujours visible à 90mM 
de 3 AT. Le test d’interaction entre le NbERF5 et la protéine RanGAP2 du tabac s’est également 
révélé fructueux, car une forte croissance des clones exprimant les deux protéines est toujours 
visible sur milieux sélectif supplémenté avec 60mM de 3AT (figure IV-11).  
Il serait cependant été intéressant de voir si toutes les protéines mises en évidence comme 
interagissant avec l’ERF5 du tabac sont capables de s’associer simultanément pour former un 
complexe protéique et si ce dernier peut aussi bien contenir une CP de souche du PVX avirulente ou 
virulente. Un système de triple hybride en levure ou de TAP-tag, qui permet la purification de 
complexes protéiques en conditions natives pourraient donc être utilisé pour tester cette 
éventualité.  
 
IV.6.2.2 Etudes des interactions du Nb ERF5 in planta  
 
 Toutes les interactions positives en levure ont été testées in planta grâce à l’utilisation de la 
technique de la BiFC. Deux témoins positifs ont été utilisés au cours de cette étude : le couple 
RanGAP2/CC-RX, qui interagit fortement et présente une localisation purement cytosolique avec une 
zone de haute densité de fluorescence au niveau de la membrane externe du noyau et le couple de 
protéines GLOBOSA/DEFICIENS qui interagissent ensemble dans le cytoplasme et le noyau, qui a 
également servi de témoins négatifs pour chacune des constructions utilisées (Trobner et al., 1992; 
Figure IV-28 : Observation de la localisation subcellulaire de Nb-ERF5 
La séquence codante du Nb-ERF5 a été placée sous le contrôle d’un 
promoteur 35S, dans le vecteur pGWB5 qui permet la fusion d’une GFP 
au niveau de l’extrémité C-terminale de la protéine d’intérêt. 
L’observation de la fluorescence en microscopie confocale a été réalisée 
2 jours après la co-agroinifiltration de la construction avec l’inhibiteur de 
silencing P19. Une localisation strictement nucléaire est observable 
lorsque l’intensité du laser du microscope n’est pas trop élevée (a) tandis 
que l’augmentation de cette intensité permet clairement de déceler une 
accumulation de l’ERF5-GFP dans le noyau et le cytoplasme (b).  
a b 
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Zachgo et al., 1995; Davies et al., 1996; Sacco et al., 2007; Tameling and Baulcombe, 2007; Marion et 
al., 2008). L’interaction de NbERF5 avec les fragments 6+18 de la CP des souches avirulente CP4 et 
virulente HB a pu être validée (figure IV-8) le résultat obtenu en levure est donc reproductible in 
planta, il n’y a pas de différence d’interaction de l’ERF5 avec la forme tronquée d’une CP de souche 
avirulente ou virulente du PVX. Cependant, la validation in planta de l’interaction de l’ERF5 avec les 
CP complètes du PVXCP4 et PVXHB n’a pas pu être réalisée car il semble que la surexpression de la CP 
complète du PVXCP4 induise la formation d’agrégats de CP, qui génèrent une production de 
fluorescence dans les témoins négatifs et les combinaisons l’impliquant (figure IV-9). Pour la CP du 
PVXHB, le problème était tout autre, puisque l’absence de fluorescence rencontrée était en fait liée à 
l’absence de production de la protéine, ce qui a été validé par western blot.  
L’interaction entre l’ERF5 et le domaine CC de RX a elle aussi été validée par la technique de BiFC, 
comme en témoigne la figure IV-14, où l’on constate une fluorescence nucléaire. Cependant il 
apparait que la fluorescence émise est beaucoup moins intense que celle visualisée pour le couple 
RanGAP2/CC-RX (figure IV-13), ce qui diffère des observations réalisées en levure, où l’interaction 
paraissait très forte. Il est toutefois possible que l’accumulation de la forme du domaine CC 
fusionnée à une hémi YFP induise un changement de localisation du domaine CC et que celui-ci 
devienne majoritairement cytosolique, contrairement à ce qui a pu être observé dans d’autres 
études (Slootweg et al., 2010; Tameling et al., 2010). Mais il est encore plus probable que ce soit la 
fluorescence émise par le couple RanGAP2/CC-RX qui soit largement supérieure à ce qui est 
classiquement observé en BiFC. En effet la surexpression de RanGAP2 est connue pour entraîner une 
relocalisation totale du pool de RX dans le cytosol, ce qui expliquerait l’intensité de la fluorescence 
observée (Slootweg et al., 2010; Tameling et al., 2010). 
L’interaction entre l’ERF5 du tabac et la protéine RanGAP2 a elle aussi été validée comme en atteste 
la figure IV-13. On peut constater que la fluorescence est presque purement cytosolique, ce qui est 
étonnant pour l’ERF5 qui présente une localisation nucléaire lors de l’observation de fusion GFP, 
mais également une intensité égale à celle rencontrée pour l’interaction entre RanGAP2 et RX. Deux 
phénomènes pourraient expliquer ces résultats. D’une part, il est possible que l’interaction entre 
l’ERF5 et RanGAP2 soit si forte que la surexpression de RanGAP2 induise une délocalisation totale de 
l’ERF5 comme c’est le cas pour RX. Ou d’autre part, il est possible que le niveau d’expression de 
l’ERF5 conféré par le promoteur 35S et l’ajout de l’inhibiteur de silencing P19 soit tel que la protéine 
est suraccumulée dans le noyau et que l’excédent diffuse dans le cytoplasme. Cette seconde 
hypothèse est la plus plausible, car lors d’expériences de localisation de l’ERF5 fusionné à la GFP, un 
profil de fluorescence nucléaire mais également cytosolique a déjà pu être observé en augmentant 
un peu l’intensité du laser du microscope confocal (figure IV-28). 
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Chapitre V Discussion générale et perspectives 
 
 Aujourd’hui encore, les virus causent des dégâts non négligeables dans les cultures 
maraîchères et sont donc responsables de pertes économiques importantes. Les moyens 
conventionnels de lutte contre ces agents pathogènes sont souvent des traitements chimiques 
ciblant les vecteurs des virus (le plus souvent des insectes). Cependant, cette méthode, qui n’est pas 
la plus efficace, reste onéreuse et néfaste pour l’environnement. La solution la plus adaptée, quand 
cela est possible, est l’emploi de variétés résistantes à un large spectre de souches virales. 
L’obtention de telles variétés est souvent longue et difficile car elle passe par la sélection de 
résistances naturelles puis leur introgression d’une variété à une autre. De plus, l’évolution rapide 
des agents pathogènes conduit la plupart du temps à un contournement de la résistance 
nouvellement intégrée dans la plante d’intérêt. L’étude et la compréhension des mécanismes de 
résistance mis en place par les plantes pour se défendre contre les agents pathogènes pourraient 
permettre de développer des moyens durables de lutte contre ces agents pathogènes. C’est dans 
cette optique, que de nombreux pathosystèmes sont étudiés de sorte à pouvoir, un jour, générer des 
plantes possédant un génotype conférant une résistance vis à vis d’une large gamme d’agents 
pathogènes. Le pathosystème composé du PVX et du gène de résistance qui lui est associé, Rx, est un 
objet d’étude privilégié, car depuis la découverte de cette résistance chez la pomme de terre, seule 
une unique souche naturellement contournante du PVX a pu être mise en évidence, PVXHB (Moreira 
et al., 1980; Querci et al., 1993). L’identification des mécanismes mis en œuvre dans cette résistance, 
laisse penser qu’il serait par la suite possible de générer d’autres résistances aussi efficaces et 
durables vis-à-vis d’autres phytovirus. A l’heure actuelle, la plupart des études menées sur ce 
pathosystème ont permis la mise en évidence de protéines requises pour la mise en place de la 
résistance, telles que HSP90, SGT1, RAR1 ou encore RanGAP2 (Azevedo et al., 2002; Lu et al., 2003; 
Azevedo et al., 2006; Boter et al., 2007; Sacco et al., 2007; Tameling and Baulcombe, 2007). 
Cependant, rares sont les  travaux publiés à ce jour, décrivant précisément l’étape de reconnaissance 
de l’éliciteur viral (la CP) dans les plantes exprimant le gène de résistance Rx (Goulden et al., 1993; 
Baures et al., 2008). Les travaux effectués au cours de cette thèse se sont donc orientés autour de 
cette étape clé de la reconnaissance de l’éliciteur viral, qui semble conférer l’efficacité et la durabilité 
de cette résistance. Les axes de recherche ont été orientés autour de deux questions :  
Quel est le déterminant structural porté par la protéine de capside virale et qui serait responsable du 
caractère d’avirulence ou de virulence d’une souche du PVX ? 
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Existe-t-il des protéines hôtes interagissant avec la CP du PVX, nécessaires au déclenchement de la 
résistance liée à Rx ?  
 
V.1 Caractérisation structurale de l’éliciteur du PVX 
 
 L’hypothèse sur laquelle repose ce travail est que la reconnaissance de l’éliciteur viral repose 
sur une structure tridimensionnelle portée par la CP du PVX, et non simplement sur sa séquence 
primaire en acide aminé. Cette hypothèse découlait des observations qu’Isabelle Baurès, précédente 
étudiante en thèse au laboratoire, avait pu réaliser en inoculant différentes souches virales 
appartenant à la famille des Flexiviridae sur des plants de tabac exprimant Rx. En effet, quatre autres 
Potexvirus : le Cymbidium mosaic virus (CymMV), le Narcissus mosaic virus (NMV), le Viola mottle 
virus (VmoV) et le White clover mosaic virus (WClMV), auxquels est venu s’ajouter par la suite le 
Pepino mosaic virus (Pep MV), étaient capables de déclencher la résistance liée à Rx alors que leurs 
CP ne possèdent que 30 à 40% d’identité de séquence (Baures et al., 2008; Candresse et al., 2010).  
 
V.1.1 Recherche de l’éliciteur minimal  
 
 Pour les besoins des expériences de caractérisation structurale, la taille de l’éliciteur viral, 
originellement de 237 acides aminés,  devait être réduite. Ainsi une stratégie de délétion sur la CP du 
PVX, initiée par Isabelle Baurès a été poursuivi et a permis l’identification d’un fragment minimal 
éliciteur de 90 acides aminés (le fragment 6), compris entre les positions 50 et 139 de la CP (figure III-
3a). Sa capacité élicitrice a été vérifiée par son expression transitoire in planta, qui induit l’apparition 
d’une HR au bout de 24h (figure III-3b). La taille de ce fragment protéique n’a pas pu être réduite 
d’avantage. En effet, l’accumulation des versions tronquées du fragment 6, donc leur capacité à 
induire une HR semblait dépendante de la présence d’une protéine de fusion telle que la GFP (figure 
III-4). Pour éviter d’avoir à faire face à un problème de ce type, empêchant la production et la 
purification d’un éliciteur de taille inférieure, le fragment 6 a donc été choisi. Cependant, malgré les 
précautions prises, il fut impossible de le produire en grande quantité et le purifier après expression 
transitoire dans des plants de Nicotiana. Il en fut de même en bactérie. La solution fut de rallonger 
légèrement l’extrémité C-terminale avec les 18 acides aminés suivants de la séquence originelle de la 
CP. Ceci couplé à l’emploi de la souche d’E.coli ORIGAMI, a permis de produire et purifier la protéine 
appelée « fragment 6+18 » pour les deux souches du PVXCP4 et du PVXHB, respectivement avirulente 
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et virulente (figures III-7 et III-10).  Le même système de purification a été utilisé sans succès pour un 
l’éliciteur minimal de la souche avirulente du PepMV0632 et des souches virulentes PepMVA78T et 
PepMVG99S (figure III-9). Les protéines étaient produites, mais ne devaient pas être solubles, ce qui 
rendait impossible une purification dans des conditions classiques. Une purification comprenant des 
étapes de dénaturation et renaturation des protéines d’intérêt aurait pu être réalisée, mais cela 
paraissait très risqué du fait des expériences de caractérisation structurale qui nécessitaient une 
conformation native des protéines. 
 
V.1.2 Etude de l’éliciteur minimal en Dichroïsme Circulaire 
 
 Les fragments 6+18 des CP du PVXCP4 et du PVXHB ont été purifiés avec une pureté et une 
concentration compatibles avec l’acquisition de spectres de Dichroïsme Circulaire. Ces échantillons 
ont permis à Christian Zentz, du laboratoire  ANBioPhi, (Acides Nucléiques, Biosciences et 
Photonique)  de réaliser l’acquisition d’un spectre dans une région spectrale s’étendant entre 200 et 
300 nm. Ce dernier recouvre la région spectrale de « l’UV lointain », comprise entre 190 et 250nm, 
ainsi qu’une partie de la région de « l’UV proche » généralement comprise entre 250 et 350nm. 
L’analyse des profils obtenus en UV lointains pour les deux protéines est caractéristique d’une 
structuration secondaire en hélice alpha (figure III-11), ce qui coïncide parfaitement avec les 
prédictions de structures réalisées in silico avec le logiciel Predator. La fin du spectre, quant à elle, 
laisse penser que les protéines purifiées ne possèdent pas de structuration tertiaire forte. Les deux 
protéines, qu’elles soient élicitrices ou non, présentent exactement le même profil en Dichroïsme 
Circulaire et laissent donc penser qu’elles ont une structuration identique (figure III-11). Ce point 
semble être en faveur de l’hypothèse selon laquelle, la combinaison des acides aminés en position 
121 et 127 n’affecte pas directement la structuration tridimensionnelle de la protéine de capside, 
mais que ces deux acides aminés doivent être exposés à la surface de la forme libre, zone de contact 
avec une protéine hôte intervenant dans la voie de résistance liée à Rx. Ces observations iraient donc 
à l’encontre de l’hypothèse formulée auparavant, prédisant que les acides aminés 121 et 127 sont 
« enfouis » dans la protéine de capside et que leur implication dans l’activité élicitrice qu’ils 
confèrent à la CP est liée à leur rôle important dans la structuration tertiaire de la CP (Baratova et al., 
1992b; Baratova et al., 1992a; Chapman et al., 1992; Querci et al., 1993; Baures et al., 2008).  
Cependant, ce résultat est à nuancer, puisqu’aucun test de l’activité élicitrice des protéines purifiées 
à partir de bactéries n’a pu être mis au point. Pour valider les résultats obtenus en Dichroïsme, il 
aurait fallu que les tentatives de purification de ces protéines d’intérêt fonctionnent à partir de 
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plantes ou de levure (section II.16.4) et permettent d’acquérir le même type de spectre. En effet, il 
n’est pas à écarter qu’une ou plusieurs modifications post-traductionnelles, absentes chez E.coli, 
empêchent la structuration correcte des protéines d’intérêt et biaisent les résultats obtenus en 
Dichroïsme Circulaire. Pour résoudre les problèmes potentiels, liés à la production, la maturation et à 
la purification des protéines, il pourrait être intéressant d’utiliser le système de production de 
protéine par des Baculovirus dans des cellules d’insectes, qui permet d’une part l’ajout de 
nombreuses modifications post-traductionnelles, mais également d’obtenir des rendements 
importants en termes de production et de purification (Unger and Peleg, 2012).  
 
V.1.3 Etude de l’éliciteur minimal en RMN  
 
 Les fragments 6+18 de la CP du PVXCP4 et du PVXHB ont pu être purifiés puis concentrés 
jusqu’à atteindre une concentration de 100mM, soit la moitié de la concentration optimale pour une 
étude par RMN. Passé le cap des 100mM, des problèmes de solubilité des protéines d’intérêt étaient 
rencontrés. Philippe Savarin, un collaborateur, a tout de même pu utiliser les échantillons protéiques 
concentrés à 100mM pour réaliser l’acquisition de spectres primaires pour les 2 protéines d’intérêt. 
Ces spectres ont confirmé les résultats obtenus en Dichroïsme Circulaire, à savoir que les fragments 
6+18 des souches virulentes et avirulentes du PVX présentent une structuration secondaire et ne 
semblent pas posséder de structuration tertiaire forte (figure III-13). L’acquisition des spectres 2D et 
3D n’a pas permis d’obtenir des résultats exploitables du fait de la faible concentration des 
échantillons protéiques. Dans tous les cas, de la même manière que pour le dichroïsme, le mode de 
production et de purification des protéines tend à réduire la confiance attribuée aux résultats 
obtenus en RMN. Ces résultats nous ont poussés à reconsidérer les expériences de marquage des 
protéines d’intérêt à l’azote
15
. En effet, même si il suffisait de les purifier avec un rendement 
équivalent à celui obtenu pour les protéines non marquées, de sorte à pouvoir acquérir des spectres 
3D analysables, l’attribution des pics observés à chacun des acides aminés de la protéine aurait pris 
environ 6 mois, temps beaucoup trop important pour arriver à l’obtention de la structure 
tridimensionnelle d’une protéine qui pourrait être potentiellement mal conformée. La production de 
la protéine et son marquage à l’azote
15
 dans le système de Baculovirus en cellules d’insecte pourrait 
également être très intéressant dans ce cas. Il est cependant fort probable que la structuration de la 
CP diffère très peu entre les souches PVXCP4 et PVXHB. En effet, le génome des Potexvirus ne code que 
5 protéines, devant assumer chacune un nombre important de fonctions. Une pression de sélection 
assez forte s’exerce donc sur certains domaines au sein de chacune de ces protéines. La CP possède 
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différents domaines impliqués dans de multiples fonctions. Le domaine N-terminal intervient par 
exemple dans l’assemblage des CP pour former la capside virale (Baratova et al., 2004; Tremblay et 
al., 2006). Ce domaine possèderait entre autres 6 sérines pouvant potentiellement être 
phosphorylées, induisant le désassemblage des CP nécessaire à la traduction de l’ARN viral, mais 
également des sites de glycosylation, modification post traductionnelle qui interviendrait dans la 
création d’une couche de molécules d’eau à la surface du virion, nécessaire à sa bonne conformation 
(Atabekov et al., 2001; Baratova et al., 2004). Chez le Papaya Mosaic Virus, qui est également un 
Potexvirus, comportant une CP composée de 215 acides aminés, il semblerait que la région de 
fixation de l’ARN viral à la CP (RRM pour RNA-Recognition Motif) se situe  entre les acides aminés 90 
et 130, région comprise dans la séquence de l’éliciteur minimal mis en évidence pour le PVX au cours 
de ces travaux, qui s’étend entre les positions 50 et 139 (Lecours et al., 2006; Yang et al., 2012). De 
manière inattendue, chez le PVX, le domaine RRM ne serait pas localisé au même endroit dans la CP, 
mais concernerait plutôt une région en aval de la région élicitrice de la résistance liée à Rx, comprise 
entre les acides aminés 145 et 220 (Lukashina et al., 2012). Il serait cependant intéressant de 
comparer la structure de la CP du PVX prédite par Lukashina et ses collègues à celle du PapMV, qui 
est issue d’une étude en cristallographie, pour conforter ou non l’hypothèse actuelle concernant la 
localisation du domaine de liaison à l’ARN viral dans la CP du PVX (Lukashina et al., 2012; Yang et al., 
2012). Si l’on se restreint à l’analyse par alignement de la séquence primaire et des prédictions de 
structuration secondaire des protéines de capside du PVXCP4 et du PapMV pour la région couvrant le 
domaine RRM prédit pour chacun des 2 virus (positions 70 à 220 sur la CP du PVXCP4),  il existe une 
identité de séquence de 43% et surtout une identité de structuration secondaire prédite de 97% 
(données non présentées). La position du RRM est associée à la présence d’une combinaison de 
structures secondaires de type βαββα dans la région comprise entre les positions 90 et 130, laquelle 
région, comprend deux acides aminés clés pour la liaison de la CP à l’ARN viral, la Lys97 et le Glu128 
(Tremblay et al., 2006). En effet, la mutation K97A diminue de manière drastique la liaison de la CP à 
l’ARN viral, tandis que la mutation E128A, induit la formation de particules virales plus longues que la 
normale. Le fait que la Lys97 soit conservée dans la CP du PVXCP4, que l’acide glutamique soit 
remplacé par une glutamine, acide aminé assez proche, et que les prédictions de structuration 
secondaire soient identiques pourraient laisser penser que le domaine de liaison de la CP du PVX à 
l’ARN se situe entre les positions 110 et 150. Auquel cas, le domaine RRM de la CP du PVX pourrait 
presque être intégralement compris dans le fragment minimal éliciteur qui jouerait donc un rôle 
important dans l’assemblage des virions, mais également dans le mouvement cellule à cellule qui 
nécessite la fixation de l’ARN viral à la CP, rôles critiques pour la fitness du virus (Verchot-Lubicz et 
al., 2007). L’implication de la région protéique portant l’activité élicitrice dans d’autres fonctions 
nécessaires au cycle viral implique que sa structuration doit être très conservée chez les Potexvirus. 
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Ceci pourrait expliquer pourquoi le gène de résistance Rx, qui cible une région de la CP dont la 
structure est probablement très conservée confère une résistance vis-à-vis d’un large spectre de 
Potexvirus, et que cette dernière est durable. En effet, même si le virus à une forte tendance à 
accumuler des mutations pour contourner la résistance, rares sont celles qui n’impactent pas un 
processus important du cycle viral. Déterminer quelle protéine hôte est capable d’interagir avec 
cette portion cruciale de la CP pour déclencher la résistance serait donc très intéressant. Cela 
permettrait potentiellement de générer des variants de cette protéine hôte, capables d‘induire de 
nouvelles spécificités de reconnaissance, ciblant des domaines protéiques très conservés et ainsi 
accroître le spectre de résistance de gènes tels que Rx, et éventuellement générer des résistances 
plus durables. 
La deuxième partie de ce travail de thèse a donc consisté à mettre en évidence au moins une 
protéine interagissant avec l’éliciteur viral du PVX, intervenant potentiellement dans l’étape de 
reconnaissance de la résistance liée à Rx. 
 
V.2 Recherche de gènes partenaires de la résistance.  
 
 La stratégie de crible d’une banque d’ADNc de tabac en utilisant le fragment 6+18 de la CP du 
PVXCP4 comme appât a permis l’identification de deux protéines potentiellement intéressantes, 
interagissant avec l’éliciteur viral : Nb-FTSH et NbERF5 (figure IV-4). L’utilisation d’un fragment 
minimal éliciteur de la protéine de capside du PVX a permis d’une part d’éviter l’identification d’un 
nombre important d’interactions n’intervenant pas dans la résistance liée à Rx, mais également de 
s’abstraire du fait que la protéine de capside complète est capable de former des multimères, et que 
cela aurait généré un nombre très important de clones positifs, du fait de la présence de la séquence 
codante de la CP dans la banque d’ADNc. Cependant, sachant que la résistance extrême et le 
déclenchement de la HR, semblent être des phénomènes bien distincts (Bendahmane et al., 1999), il 
aurait pu être intéressant de vérifier si le fragment 6+18, qui est capable de déclencher une HR est 
également en mesure de déclencher le phénomène de résistance extrême. Cela aurait pu être vérifié 
par exemple en ajoutant la séquence codante de ce fragment dans le génome d’une souche virale 
virulente telle que le TMV, et quantifier son accumulation dans des plants de tabacs ou des 
protoplastes exprimant Rx ou non. La capacité du fragment 6+18 à déclencher l’extrême résistance 
induirait une baisse très importante de l’accumulation de souche virale modifiée dans les plantes ou 
les protoplastes exprimant Rx (Bendahmane et al., 1995). Lors du crible de la banque, le faible 
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nombre de clones obtenu ainsi que l’absence presque totale de redondance des séquences les 
codant semblent montrer que le crible n’était pas saturant. Il serait donc intéressant de refaire le 
crible au moins une fois en poolant les 2 banques d’ADNc réalisées (l’une enrichie en fragments de 
taille supérieure à 400pb et l’autre à 800pb), et par la même occasion de réaliser un crible similaire 
en utilisant le fragment 6+18 de la souche virulente PVXHB. Cela permettrait de mettre en évidence 
des protéines candidates présentant une interaction différentielle avec les deux fragments 6+18, qui 
auraient plus de chance d’intervenir dans le mécanisme de reconnaissance de la CP dans la 
résistance liée à Rx.  
 
V.2.1 Etude de la FtSH 
 
 L’un des clones isolés lors du crible de la banque par double hybride en levure est un gène 
codant une protéine appelée Nb-FtSH. Cette dernière est une métalloprotéase, chloroplastique est 
associé à la membrane des thylakoïdes qui possède deux domaines transmembranaires putatifs au 
niveau de la partie N-terminale de la protéine (Seo et al., 2000). Cette protéine a déjà fait l’objet 
d’une étude l’impliquant dans la résistance liée au gène N, vis à vis du TMV. Il s’avère qu’une baisse 
du niveau de transcription du gène et du niveau d’accumulation de la protéine soit concomitante, et 
nécessaire à la mise en place de la HR dans cette résistance (Seo et al., 2000). L’implication d’une 
protéine chloroplastique dans le déclenchement d’une résistance médiée à un gène R a également 
déjà été mise en évidence par le passé. Un exemple bien décrit est celui de NRIP1, protéine 
chloroplastique interagissant avec l’hélicase (p50) l’éliciteur viral du TMV, déclenchant la résistance 
liée au gène TIR-NBS-LRR, N (Caplan et al., 2008). Dans ce modèle la NRIP1 sert d’intermédiaire dans 
la fixation de la p50 au domaine TIR de la protéine de résistance N, qui conduit à l’activation de cette 
dernière. Le gène codant la FtSH ne semble donc pas être un candidat à négliger pour son 
intervention potentiel dans la résistance liée à Rx. Les expériences de double hybride dirigées en 
levure ont permis de valider l’interaction entre une forme tronquée de la FTSH (dénuée de ses 
domaines transmembranaires) et l’éliciteur du PVX, mais pas l’interaction avec la forme complète 
(données non présentées). Des problèmes ont sûrement été rencontrés du fait de la localisation 
membranaire de FtSH, qui rend la plupart des techniques utilisées au cours de ce travail, inadaptées 
à cette étude. Le silencing du gène d’intérêt par la méthode du VIGS s’est montrée efficace et 
démontre que si la FtSH intervient dans la résistance liée à Rx, son accumulation n’est pas nécessaire 
au déclenchement de la résistance (figure IV-17). Mais il est probable que de manière similaire à ce 
qui a pu être observé dans le cas de la résistance au TMV liée au gène N, la diminution de son 
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accumulation accélère l’apparition de la HR. En effet, la FtSH est impliqué dans la dégradation des 
protéines chloroplastiques mal conformées ou « abimées » directement par les rayonnements UV, 
ou les espèces réactives de l’oxygène que cela génère. Il est donc fortement probable que la baisse 
d’accumulation de cette protéine inhibe le bon fonctionnement des chloroplastes contribuant ainsi à 
la mise en place de la mort cellulaire programmée. Des expériences de mesure de fuite d’électrolytes 
sur des feuilles de tabac exprimant Rx, surexprimant l’éliciteur de la souche PVXCP4 et silencées pour 
la FtSH ou non permettraient de vérifier un tel rôle de la protéine dans la vitesse de déclenchement 
de la HR. La simple répétition de l’expérience de VIGS décrite dans la section IV.5.2.2.1, dans un 
environnement parfaitement contrôlé, permettrait d’observer clairement un rôle potentiel de cette 
protéine dans la résistance liée à Rx. Des expériences très simples pourraient également être 
réalisées en se procurant les lignées stables de N. tabacum surexpresseurs ou silencés pour la FtSH 
décrites dans la publication de Seo et ses collègues en 2000. En effet, des expériences de co-
expression transitoire de Rx sous le contrôle de son promoteur natif et de l’éliciteur viral pourraient 
permettre de visualiser un éventuel phénotype lié au déclenchement de la HR, tandis que la co-
expression transitoire de Rx et du PVX-GFP, permettrait de voir si une perte de la résistance extrême 
est constatée dans ces plantes transgéniques. 
 
V.2.2 Caractérisation de l’ERF5 du Tabac 
 
 Lors du crible de la banque en double hybride, 2 clones positifs portant une séquence 
identique codant l’ERF5, pour Ethylene Response Factor 5, de Nicotiana benthamiana ont été 
identifiés (figure IV-4). Cette protéine correspond à un facteur de transcription, portant un domaine 
de liaison à l’ADN de type AP2/ERF, connu pour médier la liaison de ce type de protéines aux boîtes 
GCC présentes dans le promoteur de nombreux gènes PR, gènes impliqués dans les phénomènes de 
résistance aux agents pathogènes (Ohme-Takagi et Shinshi 1995 ; Ohta et al. 2000 ; Sakuma et al., 
2002 ; Fischer et Dröge-Laser, 2004). Il a déjà pu être démontré que la surexpression de Nt-ERF5 
accroit la résistance de Nicotiana tabacum vis-à-vis du TMV, en influençant potentiellement sa 
réplication et/ou son mouvement cellule à cellule (Fischer et Dröge-Laser, 2004). Dans le cas de la 
résistance liée à Rx, ces travaux de thèse ont pu mettre en évidence l’interaction directe entre le 
fragment éliciteur minimal du PVX et la protéine complète NbERF5 (figure IV-4). Cette interaction a 
pu être mise en évidence aussi bien en double hybride en levure qu’en BiFC, ce qui tend à montrer 
qu’il ne s’agit pas d’un artefact (figure IV-8). A l’heure actuelle, l’interaction directe entre la CP et RX 
n’a jamais pu être mis en évidence, malgré de nombreuses tentatives. Le modèle actuel repose donc 
CP4 f6+18 
Vide 
CP4 f6+18 
HB f6+18 
HB f6+18 
BD AD 
-Leu –Trp –His 
+ 10 mM 3AT 
CC-Rx 
CC-Rx 
CC-Rx 
Vide 
Vide 
Figure V-1 : Test de l’interaction entre le fragment 6+18 des PVXCP4 et PVXHB et RX 
sur le milieu de sélection supplémenté avec 10mM de 3AT 
a : La séquence codante du domaine CC de Rx a été clonée dans le vecteur pDEST22, 
et celle des fragments 6+18 du PVXCP4 et du PVXHB dans le vecteur pDEST32. Les 
photos ont été prises 3 jours après dépôt des levures sur le milieu sélectif et 
incubation à 30°C. 
b : Les constructions CP4 fgt6+18 et HB fgt6+18 pBiFC 3 ont été utilisées pour valider 
l’interaction in planta de ces fragments de CP avec le domaines CC de Rx, qui lui a été 
cloné dans pBIFC2. Les témoins négatifs ne sont pas présentés, mais ils sont 
identiques à ceux présentés dans les figures IV-13 et IV-26. Les observations sont 
réalisées en microscopie confocale 2 jours post-infiltration. La barre d’échelle 
correspond à 20 µm. 
 
CP4 Fgt6+18  HB Fgt6+18 
CC-Rx  
a 
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sur l’existence d’une ou plusieurs protéine(s) intermédiaire(s) capable(s) d’interagir  avec l’éliciteur 
viral et le produit du gène de résistance Rx, pour déclencher la résistance. Il paraissait donc 
important de vérifier si l’ERF5 pouvait jouer un tel rôle d’intermédiaire dans la reconnaissance de 
l’éliciteur viral. Différentes expériences de double hybride dirigée, ont permis de mettre en évidence 
que NbERF5 interagit aussi bien avec le fragment 6+18 de souches virales avirulentes telles que le 
PVXCP4 ou le PepMV0632 qu’avec celui issu de souches virales virulentes telles que PVXHB ou PepMVG99S 
(figure IV-5). Ces résultats  tendent à exclure un modèle selon lequel l’interaction avec l’ERF5 serait 
l’évènement déclencheur de la résistance liée à Rx. Les interactions entre l’ERF5 et la CP complète de 
la souche avirulente PVXCP4 et de la souche virulente PVXHB ont également pu être vérifiées (figure IV-
6). Elles présentent, en levure, une intensité inférieure à celle visualisée pour les formes tronquées, 
mais sont clairement visibles. Il s’agissait d’une condition « sine qua nun » à la potentielle implication 
de l’ERF5 dans l’étape de reconnaissance déclenchant la résistance liée à Rx. Il est fort probable que 
la surface de contact de la CP du PVX avec l’ERF5 soit beaucoup plus accessible dans le fragment 
6+18, qui semble exempt de structuration tertiaire, que dans la CP complète, qui elle, semble avoir 
une structuration tridimensionnelle importante (Lukashina et al., 2012).  
Pour tenter de déterminer si NbERF5 est impliqué dans le mécanisme de résistance et plus 
précisément dans un potentiel complexe de « Garde » comprenant RX et son unique interacteur 
connu RanGAP2, de nouvelles expériences de double hybride dirigé ont été mises en œuvre. Ces 
dernières ont permis de mettre en évidence une interaction forte entre RX et l’ERF5, et même plus 
précisément avec le domaine CC de la protéine de résistance RX (figure IV-12). L’interaction entre 
l’ERF5 et le domaine CC a pu être validée in planta via l’emploi de la BiFC (figure IV-14). L’expérience 
n’a pas pu être réalisée pour la version complète de la protéine de résistance, car cela aurait requis 
de travailler avec des plantes silencées pour le gène SGT1. De plus, disposant de constructions 
codant séparément les trois domaines de la protéine RX et utilisables en double hybride, l’interaction 
entre chacun des 3 domaines de RX et le fragment 6+18 du PVXCP4 et du PVXHB a pu être testée. Une 
légère interaction a ainsi pu être mise en évidence uniquement entre les fragments 6+18 des souches 
avirulentes et virulentes et le domaine CC de la protéine RX (figure V-1-a). Cette interaction a 
également pu être mis en évidense in planta, au cours d’expériences de BiFC, lors desquelles, une 
fluorescence nucléaire et cytosolique a pu être mise en évidense (figure V-1-b). Ces données 
laisseraient penser que la spécificité de reconnaissance de l’éliciteur viral par RX n’est pas purement 
liée à cette interaction entre la CP et le domaine CC. Il est cependant imaginable que la CP du PVX 
interagisse avec le domaine CC, et que cette interaction permette de présenter l’éliciteur viral au 
domaine LRR, conférant la spécificité de reconnaissance, donc d’activation de la résistance liée à Rx 
(Farnham and Bauclombe, 2006, Rairdan and Moffett, 2006). Le domaine NB-ARC de la protéine RX 
15 kDa 
100 kDa 
27 kDa 
Fgt 6+18 
PVX CP4 PVX HB T- 
RanGAP2 T- 
NbERF5 T- 
CC-Rx T- 
20 kDa 
WB anti-FLag 
WB anti-GFP 
WB anti-Flag 
WB anti-HA 
Figure V-2 : Détection par western blot de l’accumulation des protéines d’intérêt, 
avant de réaliser des co-immunoprécipitations 
Des feuilles de Nicotiana benthamiana ont été agroinfiltrées soit avec le fgt6+18-Flag 
du PVXCP4 ou du PVX HB, avec RanGAP2-GFP, avec NbERF5-Flag, soit avec CC-Rx1-
HA. Toutes ces constructions ont été co-exprimées avec l’inhibiteur de silencing P19. 
Trois jours après infiltration, les feuilles infiltrées ont servi à la réalisation de western 
blot, spécifique des étiquettes portées. Dans chacun des cas présentés, le témoins 
négatif (T-) correspond à l’expression transitoire du NbERF5 sans étiquette, dans les 
mêmes conditions que les autres constructions. 
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jouerait également un rôle dans la spécificité de reconnaissance des souches virales du PVX, comme 
semblent l’indiquer des expériences de mutagenèse aléatoire de ce domaine, qui ont permis de créer 
une nouvelle spécificité de résistance vis-à-vis de la souche PVXHB (David Baulcombe, communication 
personnelle). Le caractère de virulence d’une souche virale du PVX ne reposerait donc pas sur la 
« non-interaction » de sa CP avec la protéine RX, mais plutôt sur sa « non-reconnaissance » par le 
domaine LRR de RX, voir par le domaine NB-ARC. Avant d’avancer de telles hypothèses, il faudrait 
tout de même vérifier que la CP complète du PVX est capable d’interagir avec le domaine CC de RX. Il 
serait également intéressant de tester l’interaction entre la CP d’autres Potexvirus, avirulent et 
virulents, avec le domaine CC de RX. La CP de plusieurs des Potexvirus, déjà utilisés lors du travail de 
thèse d’Isabelle Baurès, pourraient être utilisés à cet effet. Il serait donc possible d’utiliser les CP 
avirulentes du  WClMV, du NMV ou du VmoV (Viola Mottle Virus) ou encore celles virulentes du 
PapMV, du ClYMV (Clover yellow vein virus) (Baures et al., 2008). 
Lors des expériences de double hybride dirigé, une interaction assez forte a également pu être mise 
en évidence entre la protéine RanGAP2, qui est requise pour la résistance liée à Rx, et l’ERF5 de 
Nicotiana benthamiana, aussi bien en levure, qu’in planta, à l’aide de la BiFC (figures IV-11 et IV-13) 
(Sacco et al, 2007, Tameling and Baulcombe 2007). L’ensemble de ces expériences tend à montrer 
l’existence d’un complexe protéique comprenant les protéines RX, RanGAP2, la CP du PVX et l’ERF5, 
ressemblant fortement à un complexe de Garde. Il serait cependant nécessaire de valider toutes ces 
interactions par une méthode plus robuste, telle que la co-immunoprécipitation. Des essais de 
détection des différentes protéines d’intérêt, fusionnées à des étiquettes de type HA, Flag ou 
Histidine ont déjà été effectués par western blot et se sont révélés fructueux (figure V-2). Seuls les 
paramètres de co-imunoprécipitation (CoIP) restent à mettre au point, sachant que l’ERF5 est une 
protéine très majoritairement nucléaire et que sa purification lors des co-immunoprécipitations 
requiert une lyse des noyaux, mais pas trop stringeante pour ne pas dissocier les complexes 
protéiques d’intérêt (Klenova et al., 2002). Ces expériences de CoIP permettraient d’une part de 
valider définitivement les interactions mises en évidence, mais également de déterminer 
potentiellement si elles sont toutes simultanées et qu’un complexe comprenant les 4 protéines RX, 
RanGAP2, le fragment 6+18 et l’ERF5 peut exister in planta. En effet, il est possible que 
l’accumulation de chacune des protéines d’intérêt dans des compartiments cellulaires différents 
empêche la formation d’un tel complexe. Il est par exemple possible d’imaginer un modèle de 
fonctionnement de la résistance où l’étape de reconnaissance de l’éliciteur se déroule en plusieurs 
temps (figure V-3). En l’absence du virus, la protéine RX, acquiert une conformation permettant sa 
stabilisation, grâce à l’intervention d’un complexe de protéines chaperonnes comportant au moins 
les protéines SGT1, RAR1 et HSP90 (Shirasu et al., 1999, Azevedo et al., 2002, Takahashi et al., 2003, 
CP 
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ADP 
Cytoplasme 
Noyau 
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Gènes de défense 
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CP 
Figure V-3 : Modèle putatif d’activation de la résistance liée à Rx, intégrant les 
données obtenues au cours de ce travail de thèse. 
En l’absence du PVX, la protéine RX, très majoritairement cytosolique à cause de sa 
liaison à RanGAP2, est dans un état de repos, dans lequel, le domaine LRR exerce une 
régulation négative stabilisant la liaison entre l’ADP et le domaine NBS. Après l’entrée 
d’une souche avirulente du PVX, la protéine de capside (CP) de ce dernier interagit 
avec le domaine CC de RX, et induit une modification de la conformation du domaine 
LRR, ce qui déclenche un changement de conformation du domaine NBS, induisant la 
libération de l’ADP. La liaison d’une molécule d’ATP induit alors un second 
changement conformationnel au niveau du domaine effecteur N-terminal, et 
potentiellement la relocalisation nucléaire du complexe protéique RanGAP2/RX. De 
manière concomitante à ce phénomène, l’accumulation de l’ERF5 dans le noyau, qui 
fait suite à l’entrée du virus, permet la complexation entre l’ERF5, la CP du PVX, le 
domaine CC de RX et RanGAP2. La protéine RX possèderait une activité kinase, 
responsable de la phosphorylation de NbERF5, nécessaire à son activation, lequel 
pourrait alors se lier au niveau de la boîte GCC de promoteurs de gènes de défense, et 
induire leur expression. La protéine RX étant à nouveau liée à une molécule d’ADP, 
serait réexportée vers le cytosol, où elle est replongée dans un état de repos, prête 
pour un nouveau cycle d’activation. 
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Boter et al., 2007. Ayant acquis la bonne conformation, RX resterait dans un état de « quiescence », 
maintenue majoritairement dans le cytoplasme via sa liaisonavec RanGAP2 (Tameling et al., 2010). 
Lors de l’entrée du virus dans le cytoplasme de la cellule, la forme libre de la CP viral interagirait avec 
le domaine CC de RX. Lorsque la souche virale est avirulente, cette interaction pourrait induire un 
changement conformationnel au sein du complexe RX/RanGAP2, en modifiant les interactions 
intramoléculaires existant au sein de RX (Moffet et al., 2002), puis entraîner la relocalisation du 
complexe dans le noyau. L’ERF5, dont l’accumulation dans le noyau serait induite par la blessure de 
la cellule ou l’entrée du virus, pourrait alors être incorporé au complexe comportant déjà RX, 
RanGAP2 ainsi que la CP, puis serait activé, pour aller modifier l’expression de gènes de défense 
permettant la mise en place de l’extrême résistance voir de la HR, lors de l’expression continue du 
gène codant la CP avirulente. L’activation de l’ERF5 pourrait,  par exemple, avoir lieu par 
l’intermédiaire d’une phosphorylation. La prédiction de sites de phosphorylation sur la séquence 
codante du NbERF5 grâce au serveur en ligne (NetPhos 2.0 Server), permet la mise en évidence de 8 
sérines, 3 thréonines et 2 tyrosines potentiellement phosphorylables. La nécessité de l’ajout d’une 
modification post-traductionnelle telle qu’une phosphorylation pour permettre l’activation du 
NbERF5, permettrait d’expliquer les observations réalisées lors de plusieurs expériences. En effet, il 
est imaginable que la surexpression transitoire de l’ERF dans Nicotiana benthamiana exprimant Rx 
n’a pas déclenché de réponse hypersensible car cette phosphorylation clé était manquante. De 
même, lors d’expériences d’interaction in-vitro entre NtERF5 et la boîte GCC retrouvée dans la 
plupart des gènes PR, la très faible interaction mise en évidence par Fischer et Dröge-Laser en 2004 
était peut être également liée à l’absence d’une phosphorylation, nécessaire à l’augmentation de 
l’affinité du NtERF5 pour la boîte GCC. A priori, même si la protéine RX comporte un domaine NBS et 
qu’elle est capable de fixer et d’hydrolyser l’ATP, une fonction kinase n’a jamais été attribuée à RX. 
Une telle phosphorylation pourrait donc être réalisée par une autre protéine appartenant au 
complexe protéique nucléaire comportant RX, RanGAP, l’ERF5 et la CP. Cette protéine pourrait donc 
réaliser la phoshorylation critique, permettant l’activation de l’ERF5, donc l’activation de la 
transcription de gènes de défense, nécessaires à la mise en place de la résistance. Il pourrait être 
intéressant de mettre en évidence une phosphorylation de l’ERF5, spécifiquement liée au 
déclenchement de la résistance par l’effecteur viral. Dans cette optique, il serait par exemple 
possible de co-exprimer transitoirement, dans Nicotiana benthamiana exprimant Rx ou non, une 
version de NbERF5 fusionnée à une étiquette histidine ainsi que l’éliciteur viral (la CP du PVXCP4 par 
exemple). Après prélévement des feuilles infiltrées au bout de quelques heures (au cours des 12 
premières heures, avant l’apparition de la HR), une purification de l’ERF5-HIS par chromatographie 
d’affinité serait réalisée. Les protéines ainsi purifiées à partir des plantes exprimant Rx ou non 
pourraient être étudiées en spectrométrie de masse puis comparées entre elle pour déterminer quel 
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résidu de l’ERF5 est phosphorylé. Une fois ce résidu identifié, il pourrait être intéressant d’essayer de 
créer une forme autoactive de l’ERF5 en mimant un état de phosphorylation permanent de la 
protéine en remplaçant la sérine concernée par un acide aspartique ou la thréonine par un acide 
glutamique. La surexpression transitoire d’une telle forme autoactive du NbERF5 pourrait peut être 
permettre le déclenchement d’une HR. La réitération des expériences de liaison in vitro entre l’ERF5 
et la boîte GCC des promoteurs de gènes PR avec la forme autoactivée du NbERF5 permettrait de 
voir si l’état de phosphorylation de l’ERF5 influence son affinité de liaison au promoteur de ses gènes 
cibles. La génération de plantes de Nicotiana benthamiana transformées de manière stable avec une 
construction inductible codant cette forme autoactivée de l’ERF5 pourrait, quant à elle, permettre de 
réaliser des expériences de RNAseq, afin de mettre en évidence les gènes dont la transcription est 
régulée par l’ERF5. Pour trouver la protéine, qui en amont, phosphoryle l’ERF5, un nouveau crible 
double hybride en levure, en utilisant l’ERF5 comme appât, pourrait permettre d’identifier la 
protéine kinase d’intérêt. Cependant, une nouvelle banque d’ADNc de tabac devrait être réalisée 
pour effectuer ce crible car les 2 banques créées au cours de ce travail de thèse ont été réalisées à 
partir de  Nicotiana surexprimant transitoirement le fragment 6+18 du PVXCP4 et PVXHB, protéines qui 
génereraient trop de bruit de fond lors d’un crible avec l’ERF5. 
Cependant, un tel modèle de déclenchement de la résistance reste purement putatif, puisque 
l’implication du NbERF5 dans la résistance liée à Rx n’a toujours pas été démontrée. Pour confirmer 
l’intervention de l’ERF5 dans la résistance, il serait intéressant de retenter les transformations stables 
de Nicotiana exprimant Rx avec les constructions permettant la surexpression et le silencing du 
NbERF5, puis de réaliser des inoculations avec différentes souches virales pour voir si la résistance 
est affectée ou non. L’emploi du PVXCP4 :GFP permettrait de mettre en évidence un impact fort de la 
modification de l’accumulation de l’ERF5 sur la résistance, tandis que l’utilisation de souches 
partiellement contournantes telles que le PVXRR ou le PVXPR permettraient de détecter une 
modification plus subtile de la résistance. Au cours de ce travail de thèse, l’orthologue de l’ERF5 du 
tabac a également pu être mis en évidence chez la tomate : Sl-ERF1b (appelé SlERF1 dans les 
publications). Cinq familles de tomate issues des populations TILLING  des cultivars M82 et Red Setter 
portant des mutations ponctuelles dans le gène Sl-ERF1 pourraient également servir à mettre en 
évidence le rôle potentiel de l’ERF5 dans la résistance liée à Rx. De nombreuses plantes mutantes 
homozygotes pour les mutations identifiées dans le gène Sl-ERF1 sont disponibles. Le bombardement 
de feuilles provenant de ces plantes avec une construction permettant à la fois l’expression de Rx 
sous le contrôle de son propre promoteur ainsi qu’une version avirulente PVXTXS :GUS ou une version 
GUS du PVXHB pourrait permettre de déceler une diminution de l’efficacité de la résistance dans les 
plantes mutantes. En effet, dans une plante contenant l’allèle non muté de Sl-ERF1, RX est 
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fonctionnelle et la souche avirulente PVXTXS:GUS est donc incapable de se multiplier, contrairement à 
la souche virulente GUS du PVXHB qui elle, se réplique même en présence d’une résistance 
fonctionnelle. Dans le cas où une mutation de Sl-ERF1 affecterait la résistance extrême liée à Rx, les 
deux souches virales seraient capables de se répliquer dans les plantes. Les bombardements des 
deux constructions conduiraient à l’obtention du même résultat, c’est à dire à la présence de spots 
bleus après coloration GUS, signe de la réplication virale. L’obtention d’un résultat semblable est 
nécessaire avant de réellement commencer à échafauder des modèles d’activation de la résistance 
liée à Rx faisant intervenir l’ERF5 du tabac ou l’ERF1 de la tomate.  
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2,2g            KH2PO4   
8,8g            Na2PO4        
0,56g          NaCl         
0,28g          MgSO4        
0,056g        CaCl2        
10mL           Solution Oligo 100X       
1mL             Thiamine (1mg/mL)      
1mL             Biotine (1mg/mL)      
2,2g            Glucose C12     
0,6g            NH4Cl N15 (source de N15)    
 
 
Conditions de PCR 
 
 
Amplification avec la Taq Biolabs (35 cycles) : 
Dénaturation  94 °C  20 sec 
Hybridation  55 °C  30 sec 
Elongation   72 °C  1 min / 1 kb 
 
Amplification avec la iproof (35 cycles) : 
Dénaturation  98 °C  10 sec 
Hybridation  55 °C  30 sec 
Elongation   72 °C  30 s  / 1 kb 
 
 
PCR1 TILLING (N1) :  
 
 
Composants Concentration finale Etapes  
Tampon PCR 10X   1X dénaturation 94°C 5min 
dNTPs  0,2 mM dénaturation 94°C 15 sec 
Oligos Fwd and Rev  0,4 µM hybridation 55°C 20 sec 
Taq 1,0 U Extension 72°C 1min  
H2O Qsp 25µL Extension Finale 72°C 5 min 
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Tampon PCR 10x 
100 mM             Tris HCl pH7,5 
25 mM               MgCl2 
500 mM             KCl 
0,5 %                Nonidet P-40 
 
 
Compositions des solutions utilisées pour la biochimie et la biologie 
moléculaire 
 
 
Purification des protéines recombinantes à partir d’E.coli 
 
Tampon de lyse : 
30 mM               Tris, pH7,5 
500 mM             NaCl 
0.1%                 Triton X-100 
 
Tampon de lavage : 
30 mM               Tris, pH7,5 
300 mM             NaCl 
10 mM               imidazole 
 
Tampon d’élution : 
250 mM              KCl 
150 mM              imidazole 
Dans tampon phosphate pH 6,8 
 
Tampon phosphate pH 6,8 : 
50 mM                K2HPO4 
50 mM                KH2PO4 
pH ajusté à 6,8 avec du HCl 
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Solutions utilisées pour l’electrophorèse en gel d’acrylamide et les western blots 
 
Tampon Laemmli 4X : 
250 mM               Tris-HCl pH 6.8 
4%                       SDS 
20%                     Glycérol 
10% (v/v)             -mercaptoethanol 
0.008%                Bleu de Bromophénol 
 
 
H2O 
acrylamide/              
bisacrylamide 
30% 
SDS 
20% 
Tris  
APS 
10% 
TEMED 
Stacking gel 
5% acryl, 5mL 
qsp 
5mL 
0.83 mL 0,05 mL 
0.63 mL de Tris 
1M pH 6,8 
0.05 mL 0.005mL 
Running gel 
15% acryl, 15 
mL 
qsp 
15mL 
7.8 mL 0,15 mL 
3.8 mL de Tris 
1.5 M pH 8,8 
0.15 mL 
0,006 
mL 
Composition des gels d’acrylamide utilisés  
     
Tampon de migration (Running buffer) 10X : 
0.25 M                Tris 
2M                     Glycine 
10%                   SDS 
 
Tampon de transfert 10X : 
0.25M                Tris 
2M                     Glycine 
 
TBS (pH ajusté à 7,5) :  
1M                     Tris 
1.5M                  NaCl 
 
TBS-T :  
TBS 1X              qsp1L 
0.10%                Tween 20 
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Solution de coloration Neuhoff: 
40%                   éthanol 
10%                   acide acétique 
50%                   H2O 
 0.1 % (masse/volume) Coomassie Brilliant Blue R250 
 
 
Transformation des levures à l’acétate de lithium (LiAc) 
 
PEG 3350 : 
50%  Polyethylene glycol, poids moléculaire moyen = 3,350 (Sigma)): préparé avec de l’eau 
stérile, puis autoclavé 
 
Tampon TE 10X :  
100 mM             Tris-HCl  
10 mM               EDTA.  
pH ajusté à 7,5 avant filtration.  
 
LiAc 10X :  
100mM dans l’eau (Sigma) 
pH ajusté à 7,5 avec de l’acide acétique, avant autoclave. 
 
Tampon de digestion EndoI (10X) 
0,1M                  HEPES 
0,1M                  MgSO4 
0,02%                Triton X-100 
0,1M                  KCl 
 
Tampon de dilution des ADNs (10X) pour l’étape de précipitation sur les billes d’or  
1,5M                    NaCl 
0,1M                  Tris-HCl 
 
Solution de coloration X-Gluc 
50mM               NaH2PO4,H2O                 
1mM                 EDTA                               
0,5mg/mL          X-Gluc (dans DMSO)        
0,5%                 Triton X-100                      
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Tampon de digestion pour protoplastes (100 mL de solution stock 10X) 
0.2g                   Macérozyme R-10 
0.5g                   Drisélase 
1.0g                   Cellulase “Onuzuka” 
Centrifugation de 10 min à 4000 g 
 
 
Ecotype Mutation(s) 
Nombre 
de plantes 
Genotype 
Graines 
semées 
M82 
D47N 
4 wt/wt 
20 4 wt/mut 
2 mut/mut 
G119E  + 
(F213V)  
(V215L) 
8 wt/wt 
20 0 wt/mut 
5 mut/mut 
Red Setter 
E111V 
0 wt/wt 
14 0 wt/mut 
7 mut/mut 
K170I 
0 wt/wt 
20 1 wt/mut 
8 mut/mut 
S174F 
1 wt/wt 
9 1 wt/mut 
2 mut/mut 
Tableau récapitulatif des plantes mutantes obtenues pour SlERF1 
 
 
   
Nom de l'amorce Séquence de l'amorce Matrice
Vecteur 
d'entrée
Vecteur 
destination
PVX cp4 For GW GGAGATAGAACCATGACTACACCAGCCAAC
PVX cp4 Rev GW TCCACCTCCGGATCMTGGTGGGGGTAGTGAAAC
PVX fgt1 For GW GGAGATAGAACCATGGGGCTATTCACTATACCA
PVX fgt1 Rev TCCACCTCCGGATCMTGTGAGCATCCAGTTCCA
PVX fgt2  For GW GGAGATAGAACCATGAATGCCGTGGCCACCAAC
PVX fgt2  Rev TCCACCTCCGGATCMTTTGCAGAACTGCCTCAG
PVX fgt7 For GW GGAGATAGAACCATGAAGTATGCCCCCGTGGTC
PVX fgt7 Rev TCCACCTCCGGATCMTGTGAGCATCCAGTTCCA
PVX fgt6 –8AA  For GW GGAGATAGAACCATGCTCGCCAAAATACAGGAGATCTGGA
PVX fgt6 –14AA  For GW GGAGATAGAACCATGTGGAAGGACATGAAAATTCCTTCAG
PVX fgt6 –24AA  For GW GGAGATAGAACCATGACTATGGCTCAGGCAGCTTGGGACT
PVX fgt6 –32AA  For GW GGAGATAGAACCATGTTAGTGAGACACTGTGCCGACGTCG
PVX fgt6 –42AA  For GW GGAGATAGAACCATGTCTGCCCAAACTGAAATGATAGGCA
PVX fgt6 –68AA  For GW GGAGATAGAACCATGGAGGTGTGCACACTGAGGCAGTTCT
PVXfgt6-4AA-Nter-for-GW GGAGATAGAACCATGACCAACGAGGATCTCGCCAAA
PVXfgt6-4AA-Cter-rev-GW TCCACCTCCGGATCMGTTCCAGACCACGGGGGCATA
PVXfgt6-9AA-Cter-rev-GW TCCACCTCCGGATCMGGCATACTTTTTGCAGAACTG
PVXcp4-Bact-For-GW GGAGATAGAACCGGCAGCCATATGACTACACCAGCCAACACCACT
PVX fgt6 -Bact-For-GW GGAGATAGAACCGGCAGCCATATGAATGCCGTGGCCACCAACGAG
PVX-CP4-fgt1-B-F-GW GGAGATAGAACCGGCAGCCATATGGGGCTATTCACTATACCAGAT
PVX-CP4-fgt6+18-R-GW TCCACCTCCGGATCMTTTGTGCTCCGGCTTGAAGCCTTG
PVX-CP4-fgt6+3-R-GW TCCACCTCCGGATCMGCTGTTGTTTGTGAGCATCCA
PVX HB For GW GGAGATAGAACCATGACTACGCCAGCCAAC
PVX-HB-Bact- For-GW GGAGATAGAACCGGCAGCCATATGACTACGCCAGCCAACACCACT
PVX-HB-fgt6-Bact-For-GW GGAGATAGAACCGGCAGCCATATGAATGCCGTTGCCACCAATGAA
PVX-HB-fgt6-Bact-Rev-GW TCCACCTCCGGATCMCGTGAGCATCCAGTTCCAGAC
WClMV cp Rev GW TCCACCTCCGGATCMACAGAGTTGACAACGTTT
WClMVcp-Bact-For-GW GGAGATAGAACCGGCAGCCATATGGCAACCACCACAGCAACCACT
WClfgt6-Bact-For-GW GGAGATAGAACCGGCAGCCATATGGTTTCTGTTGCTTCACCCGCT
Tableau récapitulatif des amorces spécifiques utilisées pour réaliser les clonages de type Gateway
CP complètes 
des virus clonées 
dans pBIN61
pDONR 207
pGWB2 ; pGWB5 
; pGWB8 ; 
pDEST32; 
pDEST22 ; 
pB7mGW24; 
pBIFC1,2,3 et 4 
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Composition des milieux de culture : 
 
Milieu LB : 
1 % Bacto tryptone 
1 % NaCl 
0,5 % Extrait de levure 
 
YPD : 
2 % Dextrose 
1 % Extrait de levure 
1 % Peptone 
 
Milieu SC carencé en acides aminés de sélection (1L) : 
Yeast Nitrogen Base (YNB)                1,7g 
NH42SO4                                          5g 
Acides aminés - AA de sélection         indication du fournisseur 
Bactoagar                                          20g (si nécesaire) 
pH 5,8 
 
Milieu de culture pour protoplastes (1L) : 
4,3g      Murashige and skoog Plant Salt Mix 
0,5g      MES 
20g        sucrose 
80g        mannitol 
 
Solution Oligo 100X 200mL :  
5g             EDTA (Ajout de NaOH jusqu’à dissolution (~pH8), sous agitation) 
830mg      FeCl3        
84mg        ZnCl2        
13mg       CuCl2, 2H2O        
10mg       CoCl2, 6H2O        
10mg       H3BO3         
Filtré (0.2µm) et conservé à température ambiante 
 
Milieu M9 pour Induction de la production de protéines marquées à l’azote15 (1L) : 
   
Nom de l'amorce Séquence de l'amorce Matrice
Vecteur 
d'entrée
Vecteur 
destination
WCl fgt1 For GW GGAGATAGAACCATGACAGCAACCACTCCACCATCTTTGA
WCl fgt1 Rev TCCACCTCCGGATCMGTCTAGCATAATGTTCCATACGATA
WCl fgt2 For GW GGAGATAGAACCATGGTTTCTGTTGCTTCACCCGCTGAGA
WCl fgt2 Rev TCCACCTCCGGATCMCATGCAGAATTGGCGAATGGTGCAA
WCl fgt7 For GW GGAGATAGAACCATGTACTTCGCCAATATCGTATGGAACA
WCl fgt6 del 10aa For GW GGAGATAGAACCATGGCTATCACCAAAACCTGGGCTGAAA
WCl fgt6 del 25aa For GW GGAGATAGAACCATGGTCCTGCCTCTCGCTTGTTGGGATC
WCl fgt6 del 35aa For GW GGAGATAGAACCATGCGTGCTTTCGCTGATGTTGGCGCTT
WCl fgt6 del 45aa For GW GGAGATAGAACCATGAAGTCTGAACTTACTGGTGACTCTG
WCl fgt6 del 64aa For GW GGAGATAGAACCATGGCCCAAGCCATCAAAATCCATTGCA
WCl fgt6 del 73aa For GW GGAGATAGAACCATGATTCGCCAATTCTGCATGTACTTCG
Pep fgt6  For GW GATAGAACCATGACACCAGCTGAAATTGAAGCCC
Pep fgt6  Rev GW TCCACCTCCGGATCMGCTGTCGAGAAGTATGTTCCAA
Pep-fgt6-Bact-For-GW-T1 GGAGATAGAACCGGCAGCCATATGACTTCAGTTGCCACGCCTGCT
CymMV cp For GGAGATAGAACCATGGGAGAGCCCACTCCA
CymMV cp Rev TCCACCTCCGGATCMTTCAGTAGGGGGTGCAGGCAGAGCA
NMV cp For GW GGAGATAGAACCATGGCTACTCCCAGCACT
NMV cp Rev GW TCCACCTCCGGATCMTAAACCACACACTAATTTAAGTTTG
NMV Fgt 6 for GW GGAGATAGAACCATGACTGCCGTCGCCACCCCA
NMV Fgt 6 Rev GW TCCACCTCCGGATCMGTCTAGTAGCAAGTTCCA
Nb-ERF5-F-GW GGAGATAGAACCATGTCAAGTAACAGCTTACTAG
Nb-ERF5-R-OK TCCACCTCCGGATCMCGATGAAGTCATTAAAAGC
ERF5-D1-R-GW TCCACCTCCGGATCMTTGGGATGTTACCTCTTCTAA
ERF5-D2-F-GW GGAGATAGAACCATGTTAGAAGAGGTAACATCCCAA
ERF5-D2-R-GW-ok TCCACCTCCGGATCMTTCCAATGGAAAATTAAGAAG
ERF5-D3-F-GW-ok GGAGATAGAACCATGCTTCTTAATTTTCCATTGGAA
ERF5-3-U-GW-F GGAGATAGAACCGAGTATTCTTGTAAAGATGG
ERF5-3-U-GW-R TCCACCTCCGGATCMGAGTCATCTTTTCCTGTCAG
Nb-SGT1- RNAi -F-GW GGAGATAGAACCGGGTTGGCCTGTATGAAGCTTGAAGAG
Nb-SGT1-RNAi-R-GW TCCACCTCCGGATCMTCTGCATTTTGCAGGTGTTATC
Tableau récapitulatif des amorces spécifiques utilisées pour réaliser les clonages de type Gateway (suite)
ADNc de 
Nicotiana 
benthamiana
pAGRIKOLA
CP complètes 
des virus 
clonées dans 
pBIN61
pDONR 207
pGWB2 ; 
pGWB5 ; 
pGWB8 ; 
pDEST32; 
pDEST22 ; 
pB7mGW24; 
pBIFC1,2,3 et 4 
 
Nom de l'amorce Séquence de l'amorce Matrice
DNR5 CTGGCAGTTCCCTACTCTCG 
DNR3 GATGGTCGGAAGAGGCATAA
U5-PTO GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAAC 
U3-PTO AGATTGGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCCACCTCCGG
Tableau récapitulatif des amorces universelles utilisées pour réaliser les clonages de type Gateway
Nom de l'amorce Séquence de l'amorce PCR
SL-ERF1B-extF2 TACCCACCCAAGAGTCATTGTACC
SL-ERF1B-extR2 AGAGAGGAATCTCATGGTGAGC
SL-ERF1B-intF2M13 ACGACGTTGTAAAACGACCAGATTCCGTAACGAAG
SL-ERF1B-intR2M13 TAACAATTTCACACAGGAGGAATCTCATGGTGAGC
Tableau récapitulatif des amorces utilisées pour réaliser le crible TILLING sur la cible SlERF1 
dans les poulations M82 et Red Setter
Nom de l'amorce Séquence de l'amorce Matrice
Vecteur 
d'entrée
Vecteur 
destination
Site de 
clonage
Pcp-Nde1-For-pGemT CATATGACTACACCAGCCAACACCACT
Pcp-Nde1-Rev-pGemT CATATGTTATGGTGGGGGTAGTGAAAC
Pf6-Nde1-For-pGemT CATATGAATGCCGTGGCCACCAACGAG
Pf6-Nde1-Rev-pGemT CATATGTTATGTGAGCATCCAGTTCCA
PVX-CP4-fgt6+3-R-pGEMT CATATGTTAGCTGTTGTTTGTGAGCATCCA
PVX-CP4-fgt6+18-R-pGEMT CATATGTTATTTGTGCTCCGGCTTGAAGCCTTG
PVX-HB-cp-For-pGEMT CATATGACTACGCCAGCCAACACCACT
PVX-HB-cp-Rev-pGEMT CATATGTTATGGTGGGGGTAGTGAGATAAC
PVX-HB-fgt6-For-pGEMT CATATGAATGCCGTTGCCACCAATGAA
PVX-HB-fgt6-Rev-pGEMT CATATGTTACGTGAGCATCCAGTTCCAGAC
Pep-fgt6-for-pGEMT CATATGACTTCAGTTGCCACGCCTGCT
Pep-fgt6-rev-pGEMT CATATGTCAGTCTAACAGTATGTTCCA
Pep-fgt6+18-pGEM-R CATATGTTACTTGGTATCTTCCTGATAGCC
Tableau récapitulatif des amorces utilisées pour réaliser les clonages dans les vecteurs d'expression dans E.coli
NdeI
pDONR207
Produit PCR GW 
1
N1
N2
CP complètes 
des virus clonées 
dans pBIN61
pGEM-T pET15b
   
Nom de l'amorce Séquence de l'amorce Matrice
Vecteur 
d'entrée
Vecteur 
destination
Site de 
clonage
Nb-SGT1- VIGS -F GGATCCGGGTTGGCCTGTATGAAGCTTGAAGAG
Nb-SGT1-VIGS-R GGATCCTCTGCATTTTGCAGGTGTTATC
Nb-ERF5-VIGS-F GGATCCATGTCAAGTAACAGCTTACTAG
Nb-ERF5-VIGS-R GGATCCCTTCTTGGGATGTTACCTC
ERF5-3-UTR-F GGATCCGAGTATTCTTGTAAAGATGG
ERF5-3-UTR-R GGATCCGAGTCATCTTTTCCTGTCAG
FtsH-VIGS-F GGATCCTAATCCCTCAAACAATTCTC
FtsH-VIGS-R GGATCCAGCATTCAAGAACTCACTGTA
Tableau récapitulatif des amorces utilisées pour réaliser les clonages dans le vecteur de silencing pTRV2
Nom de l'amorce Séquence de l'amorce Matrice
Vecteur 
d'entrée
Vecteur 
destination
Site de 
clonage
pET15-f-XbaI TCTAGAATGGGCAGCAGCCATCATCATCATC
CP4f6+18-R-XbaI TCTAGATTATTTGTGCTCCGGCTTGAAGCCTTG
HBf6+18-R-XbaI TCTAGATTATTTGTGTTCCGGCTTGAAGCC
Tableau récapitulatif des amorces utilisées pour réaliser les clonages dans le vecteur d'expression pBIN61
Nom de l'amorce Séquence de l'amorce Matrice
Vecteur 
d'entrée
Vecteur 
destination
Site de 
clonage
CP4-f6-f-picA GAATTCAATGCCGTGGCCACCAACGAG
CP4-f6-f-picB GAATTCGGAATGCCGTGGCCACCAACGAG
CP4-f6-f-picC GAATTCGAATGCCGTGGCCACCAACGAG
CP4-f6+18-R-pic GCGGCCGCTTTGTGCTCCGGCTTGAAGCCTTG
HB-f6-F-picA GAATTCAATGCCGTTGCCACCAATGAA
HB-f6-F-picB GAATTCGGAATGCCGTTGCCACCAATGAA
HB-f6-F-picC GAATTCGAATGCCGTTGCCACCAATGAA
HB-f6+18-R-pic GCGGCCGCTTTGTGTTCCGGCTTGAAGCC
Tableau récapitulatif des amorces utilisées pour réaliser les clonages dans les vecteurs d'expression dans Pichia pastoris
XbaI
pGEM-T
ADNc de 
Nicotiana 
benthamiana
pPICZα A, B, C EcoRI
CP complètes des 
virus clonées 
dans pBIN61
pGEM-T pTRV2 BamHI
pET15b avec les 
séquences 
d'intérêt
pGEM-T pBIN61
   
Anticorps 1aire Dilution AC 1aire
Temps d'incubation 
avec A.C 1aire
Anticorps 2aire Dilution AC 2aire
Temps d'incubation 
dans l'A.C 2ndaire
Anti-GFP (Roche, 11814460001) 1/5000
ème
12h Goat anti-Mouse (SIGMA, A4416) 1/20000 2h
Anti-HA (SIGMA, H6908) 1/5000
ème
12h Goat anti-Rabbit(SIGMA, A6154) 1/20000 2h
Anti-c-MYC (SIGMA, C3956) 1/5000
ème
12h Goat anti-Rabbit(SIGMA, A6154) 1/20000 2h
Anti-Flag (SIGMA, A8592) 1/1000
ème
2h A.C 1
aire couplé à la HRP
Anti-PVXCP (DSMZ, Germany) 1/2000
ème
12h Goat anti-Rabbit(SIGMA, A6154) 1/20000 2h
Tableau récapitulatif des Anticorps et de leurs conditions d'emploi
   
Vecteur Cassette d'expression Souche cellulaire Milieu sélectif
pGWB2 35S P-CDS-35S TT A. tumefaciens , C58C1:pCH32 LB + Rifampicine 50µg/mL + Kanamycine 50µg/mL
pGWB5 35S P-CDS-GFP-35S TT A. tumefaciens , C58C1:pCH32 LB + Rifampicine 50µg/mL + Kanamycine 50µg/mL
pGWB8 35S P-CDS-6xHIS-35S TT A. tumefaciens , C58C1:pCH32 LB + Rifampicine 50µg/mL + Kanamycine 50µg/mL
pGWB11 35S P-CDS-FLAG-35S TT A. tumefaciens , C58C1:pCH32 LB + Rifampicine 50µg/mL + Kanamycine 50µg/mL
pGWB14 35S P-CDS-3xHA-35S TT A. tumefaciens , C58C1:pCH32 LB + Rifampicine 50µg/mL + Kanamycine 50µg/mL
pGWB17 35S P-CDS-4xc-Myc-35S TT A. tumefaciens , C58C1:pCH32 LB + Rifampicine 50µg/mL + Kanamycine 50µg/mL
pBIFC1 35S P-CDS-NYFP-35S TT A. tumefaciens , C58C1:pCH32 LB + Rifampicine 50µg/mL +Spectinomycine 100µg/mL
pBIFC2 35S P-NYFP-CDS-35S TT A. tumefaciens , C58C1:pCH32 LB + Rifampicine 50µg/mL +Spectinomycine 100µg/mL
pBIFC3 35S P-CYFP-CDS-35S TT A. tumefaciens , C58C1:pCH32 LB + Rifampicine 50µg/mL +Spectinomycine 100µg/mL
pBIFC4 35S P-CDS-CYFP-35S TT A. tumefaciens , C58C1:pCH32 LB + Rifampicine 50µg/mL +Spectinomycine 100µg/mL
pB7mGW24 pOp6-CDS-35S TT A. tumefaciens , GV3101:pMP90 LB + Rifampicine 50µg/mL +Spectinomycine 100µg/mL
pDEST32 P ADH1-GAL4 BD-CDS-ADH1 TT S. cerevisiae , MAV203 SC - L
pDEST22 P ADH1-GAL4 AD-CDS-ADH1 TT S. cerevisiae , MAV203 SC - T
pET15b T7 P-lac opérateur-6xHIS-CDS-T7 TT E.coli , ORIGAMI LB + Tetracycline 10µg/mL + carbenicilline 100µg/mL
pPICα A AOX1-facteurα-CDS-cMyc-6xHIS-AOX1 TT Pichia Pastoris , X-33 YPDS + Zéocine 200µg/mL
pPICα B AOX1-facteurα-CDS-cMyc-6xHIS-AOX1 TT Pichia Pastoris , X-33 YPDS + Zéocine 200µg/mL
pPICα C AOX1-facteurα-CDS-cMyc-6xHIS-AOX1 TT Pichia Pastoris , X-33 YPDS + Zéocine 200µg/mL
Tableau récapitulatif des vecteurs employés
   
Construction N-YFP / Construction C-YFP Fluorescence
Globosa pBiFC2 / Deficiens pBiFC3 -
Globosa pBiFC2 / Ran GAP2 pBiFC4 -
Globosa pBiFC2 / CC Rx pBiFC3 -
Globosa pBiFC2 / PVX CP4 f6+18 pBiFC3 -
Globosa pBiFC2 / PVX HB f6+18 pBiFC3 -
Globosa pBiFC2 / PVX CP4 CP pBiFC3 + Devrait être négatif
Globosa pBiFC2 / PVX HB CP pBiFC3 - La CP du PVX HB n'est pas produite
CC Rx pBiFC2 / Deficiens pBiFC3 -
CC GPA2 pBiFC2 / Deficiens pBiFC3 -
Nb-ERF5 pBiFC2 / Deficiens pBiFC3 -
Sl-ERF1 pBiFC2 / Deficiens pBiFC3 -
Ran GAP2 pBiFC1 / Nb-ERF5 pBiFC3 -
CC Rx pBiFC1 / Nb-ERF5 pBiFC3 -
CC Rx pBiFC2 / Nb-ERF5 pBiFC4 -
Nb-ERF5 pBiFC2 / CC Rx pBiFC4 -
PVX CP4 CP pBiFC2 / CC Rx pBiFC3 -
Nb-ERF5 pBiFC2 / PVX CP4 CP pBiFC4 -
Nb-ERF5 pBiFC2 / RanGAP2 pBiFC3 ++
CC Rx pBiFC2 / PVX CP4 f6+18 pBiFC3 ++
Nb-ERF5 pBiFC2 / PVX CP4 f6+18 pBiFC3 ++
Sl-ERF1 pBiFC2 / PVX CP4 f6+18 pBiFC3 ++
CC Rx pBiFC2 / PVX HB f6+18 pBiFC3 ++
Nb-ERF5 pBiFC2 / PVX HB f6+18 pBiFC3 +
Sl-ERF1 pBiFC2 / PVX HB f6+18 pBiFC3 +
CC Rx pBiFC2 / Ran GAP2 pBiFC4 +++
CC GPA2 pBiFC2 / Ran GAP2 pBiFC4 +++
Nb-ERF5 pBiFC2 / Ran GAP2 pBiFC4 +++
Sl-ERF1 pBiFC2 / Ran GAP2 pBiFC4 +++
Nb-ERF5 pBiFC2 / CC Rx pBiFC3 ++
Sl-ERF1 pBiFC2 / CC Rx pBiFC3 ++
Intensité de la fluorescence
-             nulle
+            moyenne
++          forte
+++        très intense
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Rx-mediated resistance was analyzed in Rx-expressing 
transgenic Nicotiana plants. The infection outcome of nine 
Potato virus X isolates mutated at amino acid positions 121 
and 127 of the coat protein (CP) confirmed the key role of 
these amino acids but provided a more complex picture than 
previously reported. In particular, in Rx-expressing Nico-
tiana spp., eliciting activity modulated by amino acid 121 
was conditioned by the nature of amino acid 127. These re-
sults suggest that the specificity of recognition might be 
modulated by host factors that are somehow subtly modified 
between Rx-expressing potato and Rx-expressing transgenic 
Nicotiana plants. Moreover, the CP of three Potexviruses, 
Narcissus mosaic virus (NMV), White clover mosaic virus 
(WClMV), and Cymbidium mosaic virus (CymMV), are all 
recognized by the Rx-based machinery and able to trigger 
an Rx-dependant hypersensitive response. A smaller elicitor 
of 90 amino acids was identified in the CP of NMV and 
WClMV, which contains the previously identified key posi-
tions 121 and 127. This elicitor is only weakly conserved (ap-
proximately 40% identity) among the CP of the various rec-
ognized viruses, suggesting that the Rx molecular machinery 
targets a conserved structural element of the Potexvirus CP 
rather than a conserved amino acid motif. 
Additional keywords: extreme resistance, hypersensitive re-
sponse. 
Plant disease resistance can be mediated by a multilayered 
innate immune system which, in some aspects, shows similar 
features within animal immunity (Numberger et al. 2004). The 
first layer in this process is referred to as pathogen-associated 
molecular pattern (PAMP)-triggered immunity (PTI) (Jones 
and Dangl 2006). PTI consists of recognition of conserved 
PAMPs followed by the induction of basal defenses. The sec-
ond layer is referred to as effector-triggered immunity (ETI). 
ETI involves recognition by plant disease resistance (R) pro-
teins of specific avirulence effectors (Avr) produced by the 
pathogen. This interaction is known as pathogen race-host 
plant cultivar-specific resistance and was first described ge-
netically as the gene-for-gene interaction (Flor 1971). Any 
protein component of a virus (replicase, coat protein, or move-
ment protein) can function as the specific Avr determinant to 
elicit resistance mediated by a given R gene (Martin et al. 
2003). It has been shown that a large subset of R genes, known 
as the nucleotide binding site leucine-rich repeat (NBS-LRR) 
resistance genes, can be implicated in this type of immunity 
(Jones and Dangl 2006). Despite the availability of several 
cloned R genes and their cognate Avr determinants, progress 
have been slow in the characterization of Avr determinants and 
in understanding how pathogen Avr proteins are recognized. 
It is generally understood that R proteins directly or indi-
rectly recognize an Avr elicitor (Dangl and Jones 2001) to trig-
ger signal transduction cascades leading to defense and disease 
resistance. These responses are generally associated with a 
type of programmed cell death termed the hypersensitive re-
sponse (HR) (Heath 2000; Shirasu and Schulze-Lefert 2000). 
The genetically dominant Rx gene encodes a member of the 
NBS-LRR family of R proteins conferring race-specific resis-
tance against Potato virus X (PVX, Potexvirus) (Cockeram 
1970). This resistance can be described in terms of an elicitor-
receptor model. Among the R proteins, the phenotype of resis-
tance by Rx is unusual and is described as extreme resistance 
(ER) (Bendahmane et al. 1999; Kohm et al. 1993; Tozzini et 
al. 1991). After inoculation of Rx-expressing plants with an 
avirulent PVX isolate (such as PVXCP4), resistance is induced 
very early and involves the arrest of PVX accumulation with-
out development of HR. As a consequence, the detection of 
PVX is almost impossible in inoculated leaves (Bendahmane 
et al. 1999, 2000; Hajimorad and Hill 2001). Moreover, ex-
periments in potato protoplasts indicated that Rx can be active 
at a single cell level and that a nonspecific response restricts 
virus accumulation (Kohm et al. 1993). However, in transient 
expression experiments, Rx is able to trigger an HR reaction 
showing that, under these specific conditions, the nonspecific 
antiviral response is epistatic over the HR. 
The NBS-LRR proteins form the largest class of plant resis-
tance proteins and contain a coiled-coil (CC) domain at the N-
terminus, an NBS domain, and an LRR domain at the C-termi-
nus (Ellis et al. 2000; Jones and Jones 1997; Young 2000). The 
C-terminus of the NBS is referred to as the ARC domain be-
cause of its presence in Apaf-1, R proteins, and CED-4 (Aravind 
et al. 2004; Leipe et al. 2004; Van der Biezen and Jones 1998). 
The NB-ARC central domain of these proteins has an N-termi-
nal subdomain with a consensus kinase P-loop domain. This 
domain has been shown, in vitro, to bind and hydrolyze ATP in 
the case of I-2 and Mi-1 tomato genes. However, it is assumed 
that the NBS domain acts as a nucleotide-dependent molecular 
switch which can regulate the conformation and, subsequently, 
the signaling potential of the proteins of this family (Takken et 
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al. 2006; Tameling et al. 2002). The LRR domain, specifically 
the C-terminal region, is implicated in the recognition of non-
self molecules which, in plants, can be direct or indirect (De 
Young and Innes 2006). Genetic studies have shown that the 
LRR domain can recognize specific elicitors in both Arabidop-
sis thaliana (Bittner-Eddy et al. 2000; Botella et al. 1998; 
McDowell et al. 1998; Noel et al. 1999) and lettuce (Meyers et 
al. 1998). 
Recently, a model for R protein activation was proposed 
based on the nucleotide status and intramolecular interactions 
within the R protein (Moffett et al. 2002; Tameling et al. 2002, 
2006). In this model, two different states of the R protein (inacti-
vated and activated) are differentiated by intramolecular interac-
tions between protein domains as well as ADP/ATP binding 
status. When the NB-ARC domain interacts with both CC and 
LRR domains in the presence of ADP, the R protein is inacti-
vated. Recognition of an elicitor initiates a series of conforma-
tional changes involving, first, the dissociation of the LRR from 
the CC-NB-ARC part of the protein with the concomitant 
release of ADP and, second, dissociation of the interactions be-
tween the CC and NB-ARC domain and the binding of ATP. 
Consequently, the R protein is activated and can initiate cellular 
signaling leading to disease resistance (Moffett et al. 2002; 
Tameling et al. 2006). 
Transient expression and reverse genetic experiments have 
shown that the coat protein (CP) of PVX is the sole elicitor 
recognized by the product of the Rx gene (Bendahmane et al. 
1995; Goulden et al. 1993; Kavanagh et al. 1992; Kohm et al. 
1993). 
According to the general R model, recognition and response 
stage are separated in the PVX–Rx system (Bendahmane et al. 
1999; Staskawicz et al. 1995). The recognition stage involves 
(either direct or indirect) interaction between the product of 
the Rx gene and the PVX CP (Bendahmane et al. 1995; Kohm 
et al. 1993). This stage involves a high degree of specificity, in 
contrast to the response phase, which is not virus specific 
(Bendahmane et al. 1999). Rx-mediated resistance is highly 
effective not only in the degree of resistance afforded but also 
in the specificity of the resistance. Indeed, to date, only a single 
isolate described, PVXHB, is able to overcome the Rx-mediated 
resistance (Moreira et al. 1980; Querci et al. 1993). Mutational 
analysis of CP has revealed a major role of the conserved 
threonine at position 121 of the CP in avirulence toward Rx. 
Substitution of a lysine (T121K) as observed in PVXHB com-
pletely abolishes recognition by potato genotypes carrying Rx 
(Goulden et al. 1993). However, PVX isolates containing this 
T121K mutation alone are severely affected not only in their 
infectivity but also in their ability to systemically invade sus-
ceptible hosts (Goulden et al. 1993). A second mutation, R127K, 
also observed in PVXHB, contributes to the restoration of the 
fitness of T121K variants (Goulden et al. 1993). 
The recognition stage can involve direct contacts between 
the elicitor and the R protein, as with the N gene and the To-
bacco mosaic virus p50 helicase (Ueda et al. 2006) or indirect 
interactions involving other host proteins, as observed with 
bacterial resistance genes (Belkhadir et al. 2004; Mackey et al. 
2003; Van der Biezen and Jones 1998). Recognition via indi-
rect interactions can be explained by way of the guard hy-
pothesis model (Jones and Dangl 2006; Van der Biezen and 
Jones 1998). 
The guard hypothesis model has been proposed for the rec-
ognition stage in the PVX-Rx system (Farnham and Baulcombe 
2006). Recently, a protein, RanGAP2, has been shown to inter-
act with the CC domain of Rx protein (Tameling and 
Baulcombe 2007). RanGAP2 has also been shown to associate 
with close homologs of Rx such as Rx2 and Gpa2 (Sacco et al. 
2007). Based on the guard model, it can be hypothesized that 
Rx is part of a protein complex that includes RanGAP2 as a 
virulence target of the PVX CP. However, evidence of a direct 
physical interaction between RanGAP2 and PVX CP is lacking. 
In an effort to understand the detailed mechanisms of Rx-
mediated resistance, interactions between the CP elicitor and 
the Rx protein were investigated using two different approaches. 
In the first approach, a series of mutations at the previously 
identified essential T121 and K127 residues were generated. 
Analysis of the resultant Rx-mediated resistance was performed 
in Rx-expressing transgenic Nicotiana plants. The results show 
that the biochemical nature of the amino acids at these key po-
sitions is able to modulate the specificity of CP recognition. It 
seems also that various host factors are able to modulate this 
recognition stage. 
In the second approach, the ability of Rx-mediated resis-
tance to be triggered by the CP of other filamentous viruses 
was investigated. The results show that, in addition to PVX, 
the Rx-based sensing mechanism can recognize other Potexvi-
ruses, although with different degrees of resistance against 
these viruses. 
RESULTS 
Mutations of the PVX CP influence PVX interaction  
in Rx-expressing plants. 
To characterize the interaction between the PVX CP and the 
Rx resistance gene product, the combination of the two key 
amino acids at positions 121 and 127 of the PVX CP was 
modified. The avirulent strain PVXCP4 and the virulent strain 
PVXHB differ at 79 nucleotide positions, but only 7 differences 
affect the primary structure of the CP (Goulden and Baulcombe 
1993). PVXCP4 and PVXHB have a threonine or a lysine in posi-
tion 121 and a lysine or an arginine in position 127, respec-
tively. Mutations introduced by polymerase chain reaction 
(PCR) into the PVXCP4 cDNA changed the codon at position 
121 from a threonine to five other amino acids and the codon 
at position 127 from a lysine to an arginine. Wild-type (WT) or 
transgenic Rx-expressing Nicotiana benthamiana (Bendahmane 
et al. 1999) were mechanically inoculated with the following 
transcripts: PVXCP4, PVXCP4-RK, PVXCP4-VK, PVXCP4-SK, 
PVXCP4-PK, PVXCP4-KK, PVXCP4-RR, PVXCP4-VR, PVXCP4-SR, 
PVXCP4-PR, and PVXHB. Symptoms were observed 15 days 
after inoculation. As shown by reverse-transcription (RT)-PCR 
and Western blot analysis, the accumulation of the different 
PVX strains was comparable in WT N. benthamiana leaves 
(Fig. 1; Supplementary Fig. 1). 
 
Fig. 1. Effects of mutations of the Potato virus X (PVX) coat protein (CP) 
on the infection phenotype in transgenic Rx-expressing Nicotiana bentha-
miana. Symptoms were observed 15 days postinoculation. 1, Inoculated 
leaf of Rx-expressing N. benthamiana. 2, Systemic leaf of Rx-expressing 
N. benthamiana. The two letters indicate the nature of residues 121 and 
127 in the PVX CP. The mutant constructs were classified based on the 
Rx-mediated response observed from a to e. a, PVXCP4; b, PVXCP4-SK, 
PVXCP4-VK, PVXCP4-RK, PVXCP4-KK, PVXCP4-PK, PVXCP4-VR, and PVXCP4-
SR; c, PVXCP4-RR; d, PVXCP4-PR; e, PVXHB. 
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As expected, the two parental isolates PVXCP4 and PVXHB 
were able to accumulate and spread in WT plants. In the Rx-
expressing plants, PVXCP4 induced extreme resistance such 
that no symptoms were observed on inoculated leaves (Fig. 1-
1a). In addition, no viral accumulation could be detected in 
either inoculated or noninoculated leaves (data not shown). In 
parallel, PVXHB induced systemic necrosis in the Rx-express-
ing plants (Fig. 1-1e), and virus could be detected in both 
inoculated and noninoculated leaves (data not shown). These 
results show that PVXHB replication as well as cell-to-cell and 
long-distance movements are permitted in the Rx-expressing 
plants (Fig. 1-1e), therefore suggesting that the resistance-
breaking status of this strain, observed in potato, is not as com-
plete as in Nicotiana spp. 
Following inoculation with PVX CP mutants, three types of 
interaction phenotypes were observed. The first type of inter-
action, represented by seven mutants (PVXCP4-SK, PVXCP4-VK, 
PVXCP4-RK, PVXCP4-KK, PVXCP4-PK, PVXCP4-VR, and PVXCP4-SR), 
allows accumulation and spreading of the virus in WT plants. 
However, in Rx-expressing plants, no symptoms were observed 
(Fig. 1b) and virus did not detectably accumulate (data not 
shown). The second type of interaction is represented by the 
mutant PVXCP4-RR, which also was able to accumulate and 
spread normally in WT plants. It induced necrotic local lesions 
on inoculated leaves of Rx-expressing transgenic plants (Fig. 
1-1c) but was unable to accumulate in the noninoculated 
leaves of these plants (Fig. 1-2c). The final type of interaction 
is represented by the mutant PVXCP4-PR. Again, accumulation 
and spreading of the virus occurred in WT plants; however, in 
Rx-expressing N. benthamiana plants, PVXCP4-PR-induced 
necrotic local lesions on inoculated leaves were observed (Fig. 
1-1d), as well as necrotic lesions on noninoculated leaves (Fig. 
1-2d). These results demonstrate that the virus was able to 
spread from the inoculated leaves to the entire plant. 
Sequencing of the entire CP open reading frame of progeny 
viruses following infection confirmed the stability of intro-
duced mutations (data not shown). 
Three other Potexviruses are recognized  
by Rx-mediated resistance. 
To test whether the resistance gene Rx could also mediate the 
recognition of other viruses more or less distantly related to 
PVX, different viruses from the Flexiviridae family, Narcissus 
mosaic virus (NMV), White clover mosaic virus (WClMV), and 
Cymbidium mosaic virus (CymMV) in the genus Potexvirus and 
Helenium virus S (HVS) in the genus Carlavirus, were selected 
and used to inoculate WT or Rx-expressing N. benthamiana 
plants. The different viruses were selected based on their ability 
to systemically infect and induce symptoms in WT N. bentha-
miana control plants (Fig. 2; Supplementary Fig. 2). Phenotypes 
were observed 21 days after inoculation. 
Four different phenotypes were observed in Rx-expressing 
N. benthamiana plants. Inoculation with HVS induced mosaic 
symptoms. Inoculation with PVXHB resulted in systemic ne-
crosis. No symptoms were observed following inoculation 
with NMV, WClMV (Fig. 2A and B), or PVXCP4 representing 
a third phenotype. Transcript levels of NMV and WClMV 
were determined by RT-PCR in both inoculated and systemic 
leaves of the WT plants. However, no CP coding region could 
be detected in leaves of Rx-expressing plants (Fig. 3), confirm-
ing absence of accumulation and movement of WClMV and 
NMV viruses in these plants. The fourth phenotype was ob-
served in Rx-expressing plants inoculated with CymMV, where 
a pronounced mottling and stunted phenotype was seen (Fig. 
2C). Accumulation and spread of CymMV in the WT and Rx-
expressing plants was confirmed by RT-PCR analysis of CP 
expression (Fig. 3). 
These results show that, for the three Potexviruses tested 
(NMV, WClMV, and CymMV), differences in infection pheno-
types were observed between WT and Rx-expressing plants 
(Fig. 2). In contrast, these differences were not observed with 
the Carlavirus, HVS, suggesting that these three Potexviruses, 
and not the Carlavirus, are specifically affected by Rx-medi-
ated resistance mechanisms. To evaluate this hypothesis, we 
then assayed the ability of the CP of these viruses to specifi-
cally induce an HR when transiently expressed in leaves of Rx-
expressing plants. 
The CP of NMV, WClMV, and CymMV elicit  
an Rx-mediated HR. 
The CP of two parental PVX isolates, the three other Potex-
viruses (NMV, WClMV, and CymMV), and the Carlavirus 
(HVS) were cloned in an Agrobacterium binary vector and 
transiently expressed, by agroinfiltration, in WT and Rx-
expressing N. tabacum leaves which are more resistant to mul-
tiple agroinfiltrations. 
In contrast, on WT plants, no HR was induced following infil-
tration (Fig. 4). In Rx-expressing plants, an HR was observed  
 
Fig. 2. Symptoms induced after inoculation with various Potexviruses on 
Nicotiana benthamiana plants. Wild-type (wt; left) and Rx-expressing 
(right) N. benthamiana plants were inoculated with A, White clover mo-
saic virus; B, Narcissus mosaic virus, and C, Cymbidium mosaic virus. 
Magnification of WT and Rx-expressing N. benthamiana leaves showing
specific symptoms are also presented. Pictures were taken 21 days after
inoculation. 
 
Fig. 3. Accumulation of the various Potexviruses in Nicotiana benthamiana
as revealed by reverse-transcription polymerase chain reaction analysis 
(RT-PCR). The amplified products corresponding to the sequence of com-
plete open reading frames (ORFs) of the coat protein of Narcissus mosaic 
virus (NMV), White clover mosaic virus (WClMV), Cymbidium mosaic 
virus (CymMV), and to actin ORF are indicated. Total RNA extracted 
from tissue of inoculated leaves (IL) and systemic leaves (SL) 21 days 
after inoculation of wild-type (wt) or Rx-expressing tobacco was used for 
RT-PCR analysis. 
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following expression of PVXCP4 CP but not of PVXHB CP 
(Fig. 4). Infiltration of agrobacteria containing the empty vector 
did not induce an HR (Fig. 4). 
A necrotic reaction similar to the one induced by the CP of 
PVXCP4 was observed 6 days after infiltration by the WClMV 
CP (Fig. 4), NMV CP, and CymMV CP. No reaction was ob-
served following transient expression of HVS CP (Supplemen-
tary Fig. 3). These results show that the sensing system medi-
ated by the Rx gene is able to recognize the CP of these three 
other Potexviruses and to trigger an HR. 
Identification of a smaller elicitor of Rx-mediated responses. 
The domain of PVX able to elicit the Rx-mediated response 
was previously shown to be limited to amino acids 30 and 139 
of the PVX CP (Bendahmane et al. 1995; Moffet et al. 2002). 
Therefore, the possibility that a similar domain of three other 
Potexvirus CP could trigger Rx-mediated response was investi-
gated. 
The region comparable to positions 30 to 139 of PVX CP 
was determined for the three other viruses (Figs. 5, fragment 7, 
and 6A; Supplementary Fig. 4) by sequence alignment. Three 
shorter constructs were also generated for the three Potexvirus 
CP (Fig. 6A, fragments 2, 5; and 6) which were truncated at 
their N-terminus by 20 amino acids or their C-terminus by 12 
amino acids. All truncated versions were cloned into the Agro-
bacterium binary vector and transient expression was performed 
in WT and Rx-expressing N. tabacum leaves. As expected, no 
necrotic reaction was observed with any of the constructs in 
infiltrated leaves of the WT plants (Fig. 6). Construct 1 of the 
WClMV CP (corresponding to positions 30 to 139 of the PVX 
Fig. 4. Hypersensitive reaction observed in wild type (wt) and Rx-expressing 
(Rx) Nicotiana tabacum leaves following agroinfiltration with Agrobacteria
harboring constructs allowing the transient expression of the complete White 
clover mosaic virus (WClMV) coat protein (CP). Abbreviations indicate
Agrobacteria culture carrying: CP4 = complete CP open reading frame
(ORF) of Potato virus X (PVX)CP4, CP = construct with complete CP ORF of
WClMV, HB = complete CP ORF of PVXHB, GFP = complete ORF of green
fluorescent protein, and pBIN61 = empty pBIN 61 vector. Pictures were
taken 6 days after infiltration. 
Fig. 5. Multiple alignment of the amino acid sequences of the coat protein 
(CP) of Narcissus mosaic virus (NMV), White clover mosaic virus
(WClMV), Cymbidium mosaic virus (CymMV), and Helenium virus S
(HVS) with those of the CP4 and HB strains of Potato virus X (PVX). 
Published sequences for the two PVX isolates and sequences determined 
in this work for other viruses were aligned using MultAlin software. The 
amino acids conserved in all sequences (even in HVS) are highlighted in 
dark gray; amino acids conserved only in Potexviruses are in gray. The 
arrowheads indicate key amino acids 121 and 127. The minimal elicitor of 
PVX for Rx-mediated-resistance, described by Bendahmane and associates 
(1995), is boxed. 
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CP) was able to elicit Rx-mediated HR whereas no necrosis 
could be observed on the infiltrated WT leaves (Fig. 6B). The 
same HR was observed after infiltration of construct 6 (corre-
sponding to positions 50 to 139 of the PVX CP) (Fig. 6B). Af-
ter transient expression of constructs 2 or 5 (corresponding to 
positions 50 to 127 and 30 to 127 of the PVX CP, respec-
tively), no necrotic reaction was observed (Fig. 6B). As shown 
in the RT-PCR results (Fig. 6C), the constructs containing the 
coding sequence of the different fragments of WClMV CP 
agroinfiltrated in WT and Rx-expressing N. tabacum led to the 
synthesis of the corresponding RNAs in the same quantity. 
These results suggest that the lack of symptoms on Rx-express-
ing leaves, observed for the fragments 2 and 5 of the WClMV 
CP (Fig. 6B), is not due to the absence of the corresponding 
RNA but to the inability of these CP fragments to elicit the Rx-
mediated resistance. 
Similar results were observed with the corresponding con-
structs derived from the CP of NMV (Supplementary Fig. 5); 
however, no necrotic reaction was observed following infiltra-
tion of constructs derived from the CP of CymMV. As expected, 
construct 1 derived from the HVS CP failed to elicit an HR. 
These results demonstrate that, for two Potexviruses (NMV 
and WClMV), the N- and C-terminal parts of CP are not re-
quired for elicitation of the Rx-mediated response. Therefore, 
the size of the minimal region of the CP essential for elicita-
tion was reduced to a domain of 90 amino acids corresponding 
to positions 50 to 139 of the PVX CP. 
Quantification of elicitor activity induced  
by the various Potexvirus CP. 
In an effort to characterize the CP–Rx interaction, we quan-
tified and compared the Rx-mediated HR in response to the 
recognized three Potexvirus CP and the CP of PVXCP4 and 
PVXHB (controls). All CP were transiently expressed in WT or 
Rx-expressing N. benthamiana leaves and the cell death re-
sponse was quantified by measurement of electrolyte leakage 
at 24, 48, and 72 h after infiltration (Fig. 7). 
Expression of the PVXHB CP, which is unable to elicit an 
HR, failed to induce an increase in conductivity after 24 h but 
induced a weak electrolyte leakage after 48 and 72 h (Fig. 7). 
Similar results have been reported in N. benthamiana (Farnham 
and Baulcombe 2006), where a weak response was observed in 
WT plants after transient expression of PVXHB CP. Moreover, 
the expression of the PVXCP4 CP induced a strong and lasting 
increase of conductivity in Rx-expressing plants, reflecting an 
Rx-mediated HR (Fig. 7A). In contrast, expression of HVS CP 
failed to induce a significant increase in conductivity in Rx-
expressing plants (Fig. 7A). Expression of WClMV, NMV, and 
CymMV CP in Rx-expressing N. benthamiana resulted in elec-
trolyte leakage as with PVXCP4 (Fig. 7B). However, the mag-
nitude of the reaction with WClMV seemed to be higher after 
24 and 48 h than with the other CP, then decreased after 72 h. 
The differences observed with CymMV compared with PVX-
CP4 were not significant. The absence of any significant 
electrolyte leakage following infiltration of all CP in WT N. 
benthamiana confirmed that the observed phenotype is Rx 
mediated (Fig. 6B). 
 
Fig. 6. Identification of a smaller elicitor of the Rx-mediated response. 
A, Schematic representation of fragments of coat protein (CP). Frag-
ments 1 to 6 of CP of different viruses are tested for their ability to elicit 
an Rx-mediated response. The amino acids encompassed by the different 
fragments and the overall length are indicated for Potato virus X (PVX) 
and White clover mosaic virus (WClMV). B, Hypersensitive reaction 
observed in wild-type (wt) and Rx-expressing (Rx) Nicotiana tabacum 
leaves following agroinfiltration with Agrobacteria harboring constructs 
allowing the transient expression of the partial WClMV CP. Abbrevia-
tions indicate Agrobacteria culture carrying: F1 = construct with coding 
sequence for fragment 1 of WClMV CP, F2 = construct with coding se-
quence for fragment 2 of WClMV CP, F5 = construct with coding se-
quence for fragment 5 of WClMV CP, and F6 = construct with coding 
sequence for fragment 6 of WClMV CP. Pictures were taken 6 days after 
infiltration. C, Accumulation of the various WClMV CP fragments as 
revealed by reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). 
The amplified products corresponding to the sequence of complete ORF 
of coat protein of PVX-TK, PVX-KR, WClMV, and fragments 1, 2, 5,
and 6 of WClMV are indicated. Total RNAs extracted from tissue of wt 
N. tabacum leaves harvested 6 days after agroinfiltration were used for 
RT-PCR analysis. For WClMV CP fragments, the same oligonucleotides 
have been used, resulting in the same size product (273 bp). For the 
complete CP, the expected size is 702 bp. The expression of actin has 
been used as control (bottom panel). 
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DISCUSSION 
The PVX CP is known to be the avirulence determinant trig-
gering Rx-mediated defense response in potato (Kavanagh et 
al. 1992; Kohm et al. 1993). Mutagenesis of codons 121 or 127 
impairs the ability of the virus to accumulate and spread in the 
infected plant (i.e., viral fitness) (Goulden et al. 1993) but also 
affects the ability of the CP to be recognized by the Rx-sensing 
 
Fig. 7. Conductivity of the intercellular fluid extracted from leaves of wild-type or Rx-expressing Nicotiana benthamiana plants following infiltration with Agro-
bacteria carrying constructs allowing the expression of the coat protein (CP) of various potexviruses. Conductivity (µS cm–1) measurements were derived 
from samples processed at the indicated time (h) after infiltration. Higher conductivity levels are indicative of increased membrane leakage and imminent 
cell death. A, Expression of the CP of parental viruses and Helenium virus S (HVS) are tested on wild-type (wt) and Rx-expressing plants. B, Expression of 
the CP of other viruses on wt and Rx-expressing plants compared with results obtained with parental viruses on Rx-expressing plants. Results are calculated 
as the mean ± SD. PVX = Potato virus X, NMV = Narcissus mosaic virus, WClMV = White clover mosaic virus, and CymMV = Cymbidium mosaic virus. 
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machinery. According to previous studies (Goulden et al. 1993), 
the resistance is induced in potato only when a threonine 
residue is present at position 121 of the CP. Interestingly, this 
threonine residue is conserved in the CP of all known isolates 
of PVX, with the exception of PVXHB (Huisman et al. 1988; 
Kavanagh et al. 1992; Orman et al. 1990; Skryabin et al. 1988). 
In addition, the lysine at position 127 may act as a secondary 
feature of the avirulence determinant in Rx-expressing potato 
(Goulden et al. 1993). 
In our experiments using N. benthamiana WT plants, all 
mutations affecting these amino acids showed a strong leaf 
mosaic phenotype, reflecting the efficient accumulation and 
spreading of the virus as revealed by RT-PCR and Western blot 
analysis. This is somewhat surprising in view of the debilitat-
ing effects of the T121K mutation reported previously (Goulden 
et al. 1993). This discrepancy may be explained by the previ-
ous experiments being performed in potato whereas the experi-
ments reported here were performed in N. benthamiana. There 
are numerous reports describing similar situations in which 
modified viruses were able to mount a systemic infection in 
some hosts but not in others, with N. benthamiana frequently 
appearing as a more permissive host (Fujita et al. 2000; Lee et 
al. 2002; Spetz and Valkonen 2004; Wang et al. 1998). It also 
appears that the negative effects of the T121K mutation on viral 
systemic movement reported previously (Goulden et al. 1993) 
are in fact host specific and observed in potato but not in the 
more permissive N. benthamiana. 
All PVX strains containing a lysine at position 127 failed to 
accumulate or induce symptoms in Rx-expressing N. bentha-
miana (Fig. 1). This result is contrasted by previous experiments 
which show that, among PVX strains harboring a lysine at posi-
tion 127, PVXCP4-KK and PVXCP4-RK were the only ones able to 
accumulate in Rx-expressing potato protoplasts (Bendahmane et 
al. 1995), and that PVXCP4-KK systemically invades Rx-express-
ing potato plants (Goulden et al. 1993). It is difficult to reconcile 
these previous observations with our results, other than postulat-
ing that, particularly in the case of PVXCP4-KK, the specificity of 
the Rx-based recognition system is subtly modified between the 
original Rx-expressing potato and the Rx-expressing N. bentha-
miana used in these experiments. As a consequence, it seems 
that the genetic background in which the resistance gene is 
expressed could influence the specificity of recognition. Alterna-
tively, it has been shown, for different resistance genes (I gene 
and Tm gene), that virus accumulation observed in protoplasts 
does not necessarily correlate with results observed at a whole-
plant level (Cadle-Davidson and Jahn 2005; Collmer et al. 2000; 
Fraser and Loughlin 1980; Motoyoshi and Oshima 1977). Tak-
ing into consideration the guard hypothesis (Dangl and Jones 
2001) of the mode of action of R proteins, another explanation 
for the discrepancies could be that, in Rx-expressing N. bentha-
miana, interaction of the R gene product with Nicotiana ortho-
logs of the potato cellular interactors could somehow modulate 
the specificity of the Rx recognition complex. 
The situation is different for the mutants, which possess an 
arginine at position 127. Very different infection outcomes 
were observed, ranging from extreme resistance with PVXCP4-
SR and PVXCP4-VR to systemic necrosis with PVXHB and two 
intermediate phenotypes, local lesions without systemic infec-
tion for PVXCP4-RR, and an HR with systemic infection for 
PVXCP4-PR (Fig. 1). These different infection phenotypes proba-
bly reflect differences in recognition efficiency of the CP modu-
lated by the amino acid present at position 121. Similar varia-
tions in elicitor activity are reported in Rx-expressing potato 
protoplasts using PVXCP4-derived mutants (Bendahmane et al. 
1995). Despite the fact that no HR was observed upon tran-
sient expression of the PVXHB CP in Rx-expressing leaves 
(Fig. 4), both the Rx-dependent systemic infection phenotype 
of the virus and the weak but significant Rx-dependant in-
crease in conductivity observed upon PVXHB CP expression 
(Fig. 7B) indicate that PVXHB is not fully avirulent but has a 
low level of interaction with the Rx-mediated sensing system 
in the Rx-expressing N. benthamiana. Weak or absent Rx-me-
diated cell death following transient expression of CP PVXHB 
in N. benthamiana has previously been observed (Farnham and 
Baulcombe 2006). 
Taken together, the results reported here reinforce the key 
role of the amino acids at positions 121 and 127 in the recog-
nition of PVX CP by the product of the Rx gene. In contrast to 
previous results claiming that T121 has a central role in the 
recognition process (Goulden et al. 1993), our results suggest 
an important role for amino acid 127 as well, because all 
mutants with a lysine at this position were efficiently recog-
nized, regardless of the nature of the amino acid at position 
121 (Fig. 1). 
Moreover, our results suggest that the recognition stage may 
be slightly different depending on the genetic background, re-
vealing a more complex structure–function relationship pattern 
than was previously described (Bendahmane et al. 1995; 
Goulden at al. 1993). Although it has been shown that R genes 
function differently when they are transferred to different 
genetic backgrounds, the situation seems to be different for Rx, 
because its expression allows a greater recognition spectrum in 
Nicotiana spp. compared with potato. Furthermore, our results 
suggest that the fine specificity of recognition between the CP 
and the Rx gene product may also be modulated by host fac-
tors differing between Rx-expressing potato and Nicotiana spp. 
The second set of experiments presented in this article 
aimed to determine whether the Rx gene product is able to rec-
ognize CP other than the PVX, and to see whether Rx-medi-
ated resistance could control the multiplication of other viruses. 
This appears to be the case for at least the three Potexviruses 
evaluated (Fig. 2), in particular for NMV and WClMV, in 
which systemic invasion was blocked in an Rx-dependent man-
ner (Figs. 2 and 3). In the case of CymMV, elicitor activity of 
the CP was demonstrated by both Rx-dependent HR observed 
in CP transient expression experiments and Rx-dependent in-
Table 1. Presence (+) or absence (–) of a hypersensitive reaction following transient expression through agroinfiltration of the coding sequence of the coat
proteins (CPs) or of fragments derived from the CP of different viruses in the leaves of Rx-expressing Nicotiana tabacum  
 Virusa 
Culturesb PVXCP4 PVXHB WClMV NMV CymMV HVS 
CP + – + + + – 
F1 ND ND + + – – 
F2 ND ND – – – ND 
F5 ND ND – – – ND 
F6 ND ND + + – ND 
a PVXCP4 and PVXHB = isolates of Potato virus X, WClMV = White clover mosaic virus, NMV = Narcissus mosaic virus, CymMV = Cymbidium mosaic 
virus, HVS = Helenium virus S, and ND = not determined. 
b CP = Agrobacterium culture expressing the relevant complete CP; F1 to F6 = Agrobacterium cultures expressing fragment 1 to 6 of the relevant CP. 
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creased symptomatology in the whole-plant assay. However, 
during these experiments, the fragments of CymMV CP failed 
to elicit an HR and only the complete CymMV CP was able to 
elicit an Rx-dependant HR. The CP of this virus may be a weak 
elicitor, which could also explain phenotypes observed on the 
whole plant following inoculation. On the other hand, the CP 
of the Carlavirus HVS, which is more divergent (Fig. 5), is not 
able to elicit Rx-mediated responses. An alignment of CP 
sequences indicates that the PVX CP shows 33, 39, and 35% 
identity with the CP from NMV, WClMV, and CymMV, 
respectively, and only 25% with the CP of HVS (Fig. 5). How-
ever, these sequence comparisons do not show an obvious con-
served domain of the CP that could represent the Rx-recogni-
tion motif. Indeed, only 40 amino acids are identical between 
the four Potexvirus CP and these are not particularly clustered. 
In addition, 26 of them are also present in the CP sequence of 
HVS (Fig. 5). An interesting observation, however, is that the 
four Potexvirus CP have a threonine at position 121 but the 
HVS CP has a glycine in this position. The other amino acid, 
important for PVX CP recognition, at position 127, is not con-
served between the different Potexviruses, CymMV having an 
alanine and NMV and WClMV a methionine in this position. 
This threonine/methionine combination is also present in the 
CP of different PVX avirulent strains, including UK3 and DX 
(Santa Cruz and Baulcombe 1995). Moreover, among the CP 
sequences of the Flexiviridae family, particularly Potexvirus 
and Carlavirus, a range of combinations for the two amino 
acids at position 121 and 127 can be found. 
Transient expression of CP fragments from the different vi-
ruses (Fig. 6B) confirms, as previously shown for PVX CP, 
that the 5′ and 3′ extremities of the CP are not required for the 
elicitation of the Rx-mediated resistance. Only 110 amino ac-
ids of the PVX CP were known to be necessary to induce Rx-
mediated resistance and to suppress PVX RNA accumulation 
(Bendahmane et al. 1995; Moffet et al. 2002). Our results sug-
gest that fragments of NMV and WClMV CP corresponding to 
the same 110 amino acids are able to induce the Rx-mediated 
resistance, as indicated by both the induction of the Rx-de-
pendent HR (Fig. 4) and the Rx-dependent increase in conduc-
tivity (Fig. 7). Furthermore, the minimal region of these differ-
ent CP was reduced by the demonstration that the first 20 
amino acids of this fragment are not required for elicitor activ-
ity (Fig. 6B). This smaller elicitor of 90 amino acids corre-
sponds to amino acids 50 to 139 of PVX CP containing the 
key residues 121 and 127. In this region, the CP of the two 
Potexviruses (NMV and WClMV) and of PVX show an aver-
age identity of only 40%, indicating a high level of flexibility 
in the recognition pattern of the Rx-based sensing machinery. 
The deletion of the 12 carboxy-terminal amino acids of this 
minimal elicitor fragment, including the key position 127 
(constructs 2 and 5, corresponding to position 50 to 127 and 
30 to 127, respectively, of the PVX CP), abolishes the eliciting 
activity (Fig. 6B), indicating that the deleted region (from 128 
to 139) is required for the elicitor activity. The expression of 
the short deleted fragment in Rx-expressing plants could indi-
cate whether this region of 12 amino acids is sufficient to 
induce an HR; however, this seems unlikely because this frag-
ment does not contain the key residue 121. 
The results reported here show that the product of the Rx 
gene can recognize the CP of several viruses belonging to the 
same genus (Table 1), even if these proteins show only a dis-
tant relationship in the required region for elicitation. The most 
likely hypothesis to explain these observations is that the Rx 
molecular sensor targets a conserved structural element of 
these CP rather than a linear amino acid sequence. The possi-
bility of recognition of a three-dimensional structure has 
already been raised for the PVX–Rx pathosystem (Chapman et 
al. 1992; Goulden et al. 1993). Secondary structure predictions 
of the PVX CP (Baratova et al. 1992a and b) have shown that 
the key amino acids 121 and 127 are likely to be buried inside 
the CP and that their mutation could induce conformational 
changes of the CP (Querci et al. 1993). A new organization of 
the PVX CP has recently been proposed by Nemykh and asso-
ciates (2008) in which a majority of the secondary elements 
coincide with the model predicted by Baratova and associates 
(1992a and b). In this new model, the fraction of predicted α 
helices (55%) is even larger than before. However, it seems 
that the three-dimensional arrangement of α helices and β 
turns could be quite different from the model predicted before. 
An experimental analysis of the three-dimensional structure of 
NMV, WClMV, CymMV, and PVX CP will provide further 
information on the nature of a putative conserved structure. 
Such a conserved element could be assimilated to a PAMP for 
plant viruses as has been described for microbes (Brunner et al. 
2002; Parker 2003). Penetration of the cell wall exposes the host 
plasma membrane to microbes, where they encounter extracellu-
lar surface receptors that recognize PAMPs. Our most complete 
understanding of the plant response to PAMPs relates to percep-
tion of flagellin, the protein subunit of flagella (Gomez-Gomez 
and Boller 2000). Flagellin is recognized as a PAMP by many 
plant species. In Arabidopsis, a 22-amino-acid peptide is suffi-
cient for host receptor activation by FLS2, which is homologous 
to TLR5 in animal cells (Felix et al. 1999; Gomez-Gomez and 
Boller 2000; Underhill and Ozinsky 2002). Identification of this 
potent peptide elicitor facilitated detailed analysis of responses 
to flagellin using whole-plant and protoplast systems. It may be 
that multiple PAMP signaling pathways converge and activate 
defenses via overlapping mitogen-activated protein kinase cas-
cades and transcription factors (Asai et al. 2002). The identifica-
tion of a minimal elicitor pattern in the CP of Potexviruses could 
facilitate the determination of the three-dimensional structure 
recognized by the Rx machinery. 
The guard model raises the hypothesis that host proteins will 
be able to recognize different elicitors and the change in func-
tional properties of the elicitor (Dangl and Jones 2001). Our 
results support this hypothesis, suggesting that host proteins 
are able to detect structural or functional differences between 
different strains of PVX CP as well as CP of different Potexvi-
ruses. Recent identification of the GTPase, RanGAP2, as a po-
tential “guardee” of Rx or Rx homologs (Sacco et al. 2007; 
Tameling and Baulcombe 2007) is an important stage in the 
understanding of the Rx-mediated resistance mechanism, al-
though a direct physical interaction between RanGAP2 and 
PVX CP has not yet been shown. Further studies are now 
needed to identify the different partners and the conserved 
structure of CP implicated in Rx-mediated resistance in differ-
ent genetic backgrounds. 
MATERIALS AND METHODS 
Plant material. 
Untransformed control plants of N. benthamiana, N. tabacum 
cv. Samsun, and transgenic lines expressing the Rx gene under 
its own promoter were used in this study. The Rx-expressing 
plants were obtained by Agrobacterium-mediated transforma-
tion using the pSLJ9 recombinant plasmid (Bendahmane et al. 
1999). Plants were grown in glasshouses under controlled tem-
perature (23 and 19°C, day and night, respectively) and light 
(16-h day length). 
Mutagenesis of the PVX CP. 
Oligonucleotide-directed mutagenesis (Ho et al. 1989; Horton 
et al. 1989) was used to introduce specific mutations into the CP 
gene of full-length infectious cDNAs clones of CP of PVXCP4. 
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The presence of the mutation was confirmed by sequence analy-
sis. The transcripts of these mutant constructs were inoculated 
first to WT N. benthamiana and subsequently to WT and Rx-
expressing transgenic plants. 
The mutations introduced in the CP of PVXCP4 changed the 
codon at position 121 from ACA(T) to GTG(V), AGC(S), 
CCG(P), CGG(R), or AAA(K) and the codon at position 127 
from AAA(K) to CGG(R). 
Virus isolates and inoculation assays. 
All the viruses used in this study—CymMV, HVS, NMV, 
PVX strain CP4 (accession number AF172259), PVX strain 
HB (accession number X72214), and WClMV—were main-
tained in WT N. benthamiana. To carry out the Rx-resistance 
assays, each virus was mechanically inoculated into WT and 
Rx-expressing plants. Inoculations were repeated five times on 
two WT and two Rx-expressing plants for each virus. Plants 
were inoculated at the two- to four-leaves stage, with Carbo-
rundum (400 mesh) used as abrasive and sap prepared by 
grinding with sand one leaf of an infected N. benthamiana 
plant in 3 ml of 10 mM phosphate buffer (pH 7), and centri-
fuging the resulting homogenate for 2 min at 800 × g before 
use. The inoculated plants were scored for symptoms of viral 
infection 21 days after inoculation. The presence of virus was 
verified by RT-PCR using primers designed to amplify the 
viral CP (Supplementary Table 1). 
RNA isolation. 
Total RNA was extracted from inoculated leaves as previ-
ously described (Devic et al. 1989). Specifically, 2 g of leaf 
tissue was ground in liquid nitrogen using a mortar and pestle. 
The powdered material was dispersed in 4 ml of homogeniza-
tion buffer (0.1 M NaCl, 2% sodium dodecyl sulfate [SDS], 10 
mM EDTA, and 50 mM Tris-HCl, pH 9.0), mixed with 4 ml of 
phenol/chloroform (1:1), and centrifuged at 3,000 × g for 20 
min. The supernatant was further extracted once with phe-
nol/chloroform. The nucleic acids were precipitated with 5 ml 
of 100% ethanol, washed with 70% ethanol, dried, and resus-
pended in 150 μl of diethylpyrocarbonate (DEPC) water. 
DNase treatment. 
Total RNA (20 μg) was treated with DNAse I (Promega, 
Madison, WI, U.S.A.). The reaction mix of 25 μl (7.5 U of 
DNAse I and 25 U of RNAseOUT) was incubated at 37°C for 
10 min and completed with 75 μl of H2O. The mix was further 
extracted once with phenol/chloroform. The nucleic acids were 
precipitated with 300 μl of 100% ethanol and 15 μl of NaAc (3 
M, pH 5.5), washed with 70% ethanol, dried, and resuspended 
in 30 μl of DEPC water. 
Reverse transcription of the viral CP. 
Total RNA (2 μg) was used for first-strand cDNA synthesis, 
which was primed with 0.02 picomoles of oligonucleotide 
(dT)20 (Invitrogen, Carlsbad, CA, U.S.A.). This first reaction 
mix of 11.5 μl was heated at 70°C for 10 min and then cooled 
on ice for 5 min. The reaction mix was completed at 20 μl (4 μl 
of 5× superscript buffer [Invitrogen], 2 μl of 100 mM dithio-
threitol [DTT], 1 μl of 5 mM dNTP, 40 units of RNaseOUT 
[Invitrogen]) and incubated at 37°C for 5 min, after which 100 
units of SuperscriptIII (Invitrogen) was added. The reaction was 
incubated at 37°C for 2 h. The first-strand cDNA was converted 
into double-strand DNA by PCR. These RT-PCR were per-
formed with oligonucleotides using 25 cycles of amplification. 
In the same manner, the viral CP were reverse transcribed 
from infected or agroinfiltrated tissues. Sequencing before and 
after propagation in plants was used to test the stability of the 
viral genome sequence. 
Agrobacterium tumefaciens-mediated transient expression 
of viral CP. 
The CP coding sequences from the different viruses were 
inserted between the 35S promoter and terminator in the bi-
nary vector pBin61 (Bendahmane et al. 1999). These con-
structs were transformed into Agrobacterium strain C58C1 
carrying the virulence helper plasmid pCH32 (Hamilton et al. 
1996). pCH32 expresses VirG and VirE and is used to enhance 
T-DNA transfer. The binary constructs were transiently ex-
pressed in N. tabacum leaves as previously described 
(Bendahmane et al. 2000). 
Western blot analysis. 
Inoculated leaves (500 μg) were ground in liquid nitrogen 
and 500 μl of 2× Laemmli solution (10% glycerol, 3% SDS, 
0.2 M DTT, 0.004% bromophenol blue, 0.12 M Tris HCl, pH 
6.8, in 0.09% SDS) was added. The samples were boiled at 
100°C for 10 min and centrifuged for 10 min at 10,000 × g. 
The supernatants were stored at –20°C. 
Each sample (20 μl) was loaded and separated on a 12% 
acrylamide gel and blotted on polyvinylidene difluoride (PVDF) 
membrane (immunoblot PVDF membrane; Biorad, Hercules, 
CA, U.S.A.) for an hour in transfer buffer (25 mM Tris, pH 8.3; 
192 mM glycine; 20% ethanol). The membrane was washed for 
5 min in TTBS (0.1 M Tris; 0.15 M NaCl, pH 7.5; and 0.1% Tri-
ton X100) and blocked for 1 h in TTBS + 10% nonfat milk. The 
membrane was then washed for 5 min in TTBS and incubated 
with the primary antibody (immunoglobulin G [IgG] polyclonal 
antibody against PVX; DSMZ, Braunschweig, Germany) at 
1/500 dilution overnight at 4°C. The membrane was then 
washed three times for 5 min in TTBS and incubated through 
the day with secondary antibody (goat anti rabbit IgG linked to 
alkaline phosphatase; DSMZ) at 1/1,000 dilution. After four 
washes of 10 min in TTBS, the membrane was developed using 
the AP kit (AP conjugate substrate kit; Biorad). 
Molecular markers used were low prestained markers (Pre-
cision plus Protein all blue standard, Biorad; Page ruler protein 
ladder, Fermentas, Vilnius, Lithuania). 
Electrolyte leakage assays. 
These measurements were performed as previously described 
(Farnham and Baulcombe 2006). Four 7-mm-diameter leaf disks 
from the same Agrobacterium-infiltrated leaf were collected at 
24, 48, or 72 h after infiltration and placed in a 1.5-ml tube 
before adding 1 ml of analytical grade H2O. Samples were incu-
bated for 10 min at 37°C at a pressure of 1 Pascal. Leaf disks 
were then incubated at room temperature for 30 min, removed 
from the tubes, and stored at –20°C. Conductivity was measured 
using a Horiba B-173 conductivity meter. Electrolyte solutions 
were thawed at room temperature and 0.8 ml of the solution was 
added to 3.2 ml of analytical grade H2O in a 15-ml tube. For 
each data point, five independent replicates were analyzed. 
Results are shown as the mean ± standard deviation. 
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Abstract 
 
 
 
 
Nowadays, phytopathogenic agents are still causing significant agricultural losses in terms of yield 
and financial incomes. Current means to lust against those pathogenic agents are not efficient and 
impact on the environment. The most suitable option appears to be the creation of crop species carrying 
a genetic durable and broad spectrum resistance. In order to create such varieties, we need to 
understand the mechanisms underlying resistance, involved in model pathosystems, such as the one 
composed of the resistance gene Rx and the Potato virus X. In that system, the host gene encodes a 
protein assimilated to a receptor implicated in the perception of an avirulence factor produced by the 
virus: its capside protein (CP). Nevertheless, the molecular mechanisms triggering the resistance remain 
largely unknown. 
This study focused on the recognition step of the viral elicitor, by using firstly an approach exclusively 
based on the biochemical characterization of the viral elicitor structure. Second, molecular study has 
been performed in order to determine the plant’s gene(s) potentially involved in the viral elicitor 
recognition. 
The biochemical characterization required the decrease of the size of the viral elicitor, in order to 
perform an analysis combining different methods of structural biochemistry. A minimal elicitor 
containing 90 amino acids has been shown to be sufficient to trigger Rx mediated resistance in Tobacco. 
A slightly larger protein fragment including 108 of the total 237 amino acids of the CP, has been purified 
from E.coli, for an avirulent and a virulent strain, PVXCP4 and PVXHB respectively. The comparative study 
of both fragments by spectroscopy methods revealed a highly similar secondary structure content 
consisting in alpha helix but most importantly highlighted the absence of a strong tertiary structure. 
These observations suggested that the difference in the tertiary structuration of both elicitor and non-
elicitor CP would not be the determinant of Rx mediated recognition. 
The molecular approach consisted in screening a tobacco cDNA library, using a yeast two hybrid 
strategy, with the PVXCP4 CP fragment, structurally characterized in the first part of this study. This 
approach led to the discovery of two host proteins interacting with the small elicitor fragment. The first 
gene encodes a chloroplastic protein, already known to be potentially involved in the N mediated 
resistance against TMV: FtSH. The second gene of interest caught the major part of our attention 
encodes an AP2/ERF transcription factor, ERF5, known for its ability to increase resistance against TMV. 
In this study, we showed that this protein interacts similarly with elicitor or non-elicitor CPs of Rx 
mediated resistance. Interestingly, this gene product is able to directly interact with the Rx protein, but 
also with the direct interactor of Rx: RanGAP2, protein required for the Rx mediated resistance 
efficiency. Further characterization of this Ethylen response factor will help us to understand its role in 
Rx mediated resistance. 
   
Résumé  
 
De nos jours, les agents pathogènes des plantes, engendrent encore des pertes agricoles 
importantes, aussi bien au niveau du rendement, qu’au niveau financier. Les moyens de lutte actuels 
contre ces agents pathogènes ne sont pas forcément très efficaces et ont impact important sur 
l’environnement. La solution la plus adaptée, car moins onéreuse, moins néfaste et surtout plus efficace, 
semble être la création de variétés de plantes cultivées présentant une résistance génétique à large 
spectre et durable. La création de telles plantes, passe par la compréhension des mécanismes de 
résistance mis en jeu dans le cas de pathosystèmes modèles, tels que celui qui implique le gène de 
résistance Rx et le Virus X de la pomme de terre. Dans ce système, le gène hôte Rx code une protéine 
assimilée à un récepteur qui intervient dans la perception d’un facteur d’avirulence produit par le virus : 
sa protéine de capside (CP). Cependant, les mécanismes moléculaires déclenchant la résistance chez la 
plante exprimant Rx demeurent encore obscurs. 
Cette étude s’est focalisée sur l’étape de reconnaissance de l’éliciteur viral, en utilisant tout d’abord une 
approche purement biochimique de caractérisation structurale, puis une approche de biologie 
moléculaire visant à identifier un ou des gène(s) de la plante hôte impliqué(s) dans la reconnaissance cet 
éliciteur. 
La première étape de caractérisation biochimique nécessitait la réduction de la taille de l’éliciteur viral, 
pour pouvoir l’étudier avec une combinaison de méthodes de biochimie structurale. Un éliciteur 
minimal de 90 acides aminés s’est révélé suffisant pour déclencher la résistance liée à Rx chez le tabac. 
Un fragment légèrement plus grand, comprenant 108 des 237 acides aminés que compte la CP, a pu être 
purifié à partir de la bactérie E.coli, pour une souche avirulente du virus, PVXCP4, ainsi qu’une souche 
virulente, PVXHB. L’étude comparative de ces deux fragments protéiques, par des techniques de 
spectroscopie, a montré qu’ils présentent tous deux une structuration secondaire en hélice alpha quasi 
identique, et ne possèdent pas de structuration tertiaire forte. Cette observation tend à exclure un 
modèle selon lequel, la différence de structuration tertiaire entre une CP élicitrice et une CP non 
élicitrice serait le déterminant de la reconnaissance par le produit du gène de résistance Rx. 
La démarche de biologie moléculaire a consisté à réaliser le crible d’une banque d’ADNc de tabac par la 
technique du double hybride en levure, avec le fragment éliciteur de PVXCP4 dont la structure a été 
étudiée par spectroscopie. Cette approche a permis la mise en évidence de deux protéines hôte 
interagissant avec ce petit fragment éliciteur. Le premier gène code une protéine chloroplastique, déjà 
étudiée pour son implication potentielle dans la résistance vis-à-vis du TMV, conférée par le gène N : la 
FtSH. Le second gène, qui a mobilisé la majeure partie de notre attention, code un facteur de 
transcription de type AP2/ERF, dont la capacité à augmenter la résistance vis-à-vis du TMV chez le tabac 
a déjà été mise en évidence : l’ERF5. Au cours de cette étude, il a pu être montré que cette protéine 
interagit aussi bien avec les protéines de capsides de souches de Potexvirus avirulentes que virulentes 
dans la résistance liée à Rx. Ce gène s’est révélé d’autant plus intéressant que la protéine qu’il code est 
capable d’interagir directement avec la protéine de résistance RX, mais également avec l’interacteur 
direct de RX : RanGAP2, nécessaire à la mise en place de la résistance. La poursuite de la caractérisation 
de cet Ethylen response factor, permettra de déterminer son importance dans la résistance liée à Rx. 
